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Zusammenfassung 
Zusammenfassung 
Die Autosomal-recessive polyzystische Nierenerkrankung ist eine der bedeutensten 
Nephropathien im Kindesalter. Die meisten Patienten präsentieren bereits in utero bilateral 
vergrößerte zystische Nieren und eine kongenitale Leberfibrose. 
Das für die Erkrankung verantwortliche Gen PKHD1 (polycystic kidney and hepatic disease 
1) umfasst 470 kb genomischer DNS und besteht aus 86 Exons, die für ein komplexes Muster 
von Spleißvarianten kodieren. 
Der längste offene Leserahmen kodiert für ein Transkript von 12,2 kb und besteht aus 67 
Exons. Das Genprodukt Polyduktin ist ein Typ I-Membranprotein von 4074 Aminosäuren mit 
einem großen N-terminalen Bereich und einem kurzen cytoplasmatischen C-Terminus. Der 
cytoplasmatische Bereich enthält vier potentielle Phosphorylierungsstellen, die 
möglicherweise in die Signaltransduktion involviert sind. 
Die Funktion von Polyduktin ist bislang ungeklärt. Um interagierende Proteine von 
Polyduktin zu identifizieren wurde ein Hefe-zwei-Hybrid-Screen mit den cytoplasmatischen 
Aminosäuren 3881 bis 4074 von Polyduktin als Köder und einer humanen fötalen Nieren-
cDNS-Bibliothek durchgeführt. Der experimentelle Ansatz führte zur Isolierung von vier 
Klonen die mit Polyduktin interagieren  
Bei dem ersten potentiellen Interaktionspartner handelt es sich um „Mixed lineage leukaemia 
translocated to 10“ (MLLT10) einem Transkriptionsfaktor, dessen Funktion bislang ungeklärt 
ist. Aufgrund der Expression von MLLT10 in der Niere und die Möglichkeit einer physische 
Interaktion mit dem C-Terminus von Polyduktin nach dessen proteolytischen Spaltung und 
Translokation in dem Kern, ist MLLT10 ein interessanter Kandidat. 
Der zweite Interaktionspartner ist der „Natriuretische Peptid Rezeptor 1“ (NPR1). Mittels 
Hefe-zwei-Hybrid-Versuchen mit verschiedenen NPR1-Mutanten wurde der Bereich der 
Interaktion auf die Aminosäuren 985 bis 1010 von NPR1 eingegrenzt. Diese Interaktion 
wurde sowohl mittels eines quantitativen β-Galactosidase-Aktivitäts-Test als auch mit einem 
α-Galactosidase-Aktivitäts-Test verifiziert. Die Möglichkeit einer Interaktion in vivo ist 
gegeben, da NPR1 in den distalen Tubuli und Sammelrohren exprimiert wird und es sich um 
ein Membranprotein handelt, dessen ermittelte Interaktionsoberfläche ins Cytoplasma ragt. 
Eine Interaktion zwischen NPR1 und Polyduktin könnte eine Rolle bei Wachstum und 
Entwicklung der distalen Tubuli und der Sammelrohre übernehmen. Außerdem könnte eine 
fehlende Interaktion für die beobachtete Hypertonie der ARPKD-Patienten verantwortlich 
sein. 
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Ein weiterer Interaktionspartner ist die „Komplement Komponente-7“ (C7). Der für die 
Interaktion benötigte Bereich wurde mittels Hefe-zwei-Hybrid-Experimenten und Protein-
Interaktionsstudien auf die Aminosäuren 645 bis 843 von C7 eingegrenzt. C7 ist eine 
Komponente des Membranangriffskomplexes, welches nicht nur in die Membran integriert 
werden kann, sondern auch Signaltranduktionswege beeinflusst. Die Daten dieser Arbeit sind 
ein ersten Hinweis auf eine kausale Involvierung von C7 bei polyzystischen 
Nierenerkrankungen.  
Der letzte und interressanteste Interaktionspartner, der identifiziert werden konnte ist 
Uromodulin. Das Protein ist eines der für glomerulozystische Nierenerkrankung 
verantwortlichen Proteine und auch für MDCK2 und FJHN verantwortlich.  
Hefe-zwei-Hybrid-Experimente und GST-Proteininteraktionsstudien konnten den Bereich von 
Uromodulin, der für die Bindung benötigt wird, auf Aminosäuren 419 bis 444 eingrenzen. 
Immunohistochemische Untersuchungen auf humanem Nierengewebe verschiedener 
Entwicklungsstufen ergaben, dass Uromodulin bereits in der 15. Schwangersschaftswoche 
exprimiert wird, was eine Interaktion mit Polyduktin, das ebenfalls bereits in der 15. 
Schwangerschaftswoche exprimiert wird, während der Embryonalentwicklung zulässt. Eine 
Interaktion während der Organogenese könnte für die regelrechte Entwicklung der Niere von 
Bedeutung sein. Immunohistochemische Untersuchungen von ARPKD-Patienten ergaben, 
dass Abbruchmutationen in PKHD1 und dem damit entstehenden trunkierten Polyduktin eine 
signifikant erniedrigte Uromodulin-Menge an der Membran zur Folge hat. Möglicherweise 
spielt Polyduktin eine Rolle bei der Prozessierung von Uromodulin und ist für die richtige 
Lokalisation des Proteins verantwortlich. 
Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass Polyduktin und Uromodulin interagieren und Teil eines 
gemeinsamen Signalwegs sind, der in zystischen Nierenerkrankungen verschiedener 
Ätiologien gestört sein könnte. 
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1.  Die Entwicklung der Niere 
Während der Embryonalentwicklung entsteht die Niere in drei Entwicklungsstadien (siehe 
Abb. 1.1). Der Pronephros, der Mesonephros und der Metanephros entstehen aus derselben 
embryonalen Anlage, dem intermediären Mesoderm. Die zwei ersten Entwicklungsstufen 
haben einen transitorischen Charakter, während die definitive Niere sich aus dem 
Metanephros entwickelt. 
Am Ende der dritten Schwangerschaftswoche (SSW) bildet sich aus dem kranialen Teil des 
nephrogenen Stranges der Pronephros. Er besteht nur aus wenigen Tubuli und bildet keine 
Glomeruli. Kaudal vom Pronephros entwickelt sich der Pronephrosgang, der in Richtung der 
Kloake wächst. Der Pronephros hat jedoch keine funktionelle Struktur, und bis zum Beginn 
der fünften Woche ist er bereits komplett zurückgebildet. 
Im Laufe der vierten Woche, wenn der Pronephros noch nicht vollends abgebaut ist, entstehen 
die ersten Elemente des Mesonephros. Der Mesonephros bildet mehrere birnenförmige 
Mesonephros-Bläschen. Die schmalere Seite entwickelt sich zum Tubulus, während sich die 
breitere Seite zu einem Trichter differenziert, der als Bowman-Kapsel bezeichnet wird. Jede 
Bowman-Kapsel umgibt ein Kapillarknäuel, der Glomerulus. Anschließend verbinden sich 
die Mesonephros-Tubuli mit dem exkretorischen Pronephrosgang, welcher ab diesem 
Zeitpunkt als Mesonephros-Kanal bezeichnet wird. Dieser Kanal entwickelt sich in Richtung 
Kloake weiter, und gegen Ende der vierten Woche wird eine Verbindung der beiden etabliert. 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Zeichnung der drei 
Entwicklungsstufen der Niere 
Die Entwicklung der Niere erfolgt in drei 
Stufen.  
A) Zuerst wird am Ende der dritte 
Schwangerschaftswoche der Pronephros aus 
dem kranialen Teil des nephrogenen Stranges 
gebildet. B) Diese Struktur ist noch 
funktionsunfähig und bereits ab der fünften 
Woche wieder komplett zurückgebildet. Bevor 
dies geschieht, werden die ersten Elemente des 
Mesonephros gebildet. C) Noch bevor der 
Mesonephros komplett degeneriert ist, 
entstehen bereits die ersten Elemente des 
Metanephros.  
(Bild verändert nach: Gilbert, 2000) 
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Der Metanephros wird gebildet bevor der Mesonephros komplett zurückgebildet ist, und 
entsteht aus zwei spezifischen Elementen. Aus dem kaudalen Teil des nephrogenen Stranges, 
der jetzt als metanephrogenes Blastem bezeichnet wird, entstehen die Nephrone. Das 
exkretorische System, welches die Sammelrohre, Nierenkelche, Nierenbecken und Harnleiter 
umfasst, entwickelt sich dagegen aus der Ureterknospe. Hierbei handelt es sich um eine 
Abzweigung vom kaudalen Ende des Mesonephros-Kanals (siehe Abb. 1.2 A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Schematische Darstel-
lung der Aufzweigung der Ureter-
knospe 
A) Die Ureterknospe zweigt sich 
vom Mesonephros-Kanal ab und 
wächst in das metanephrogene 
Blastem hinein. B) Schematische 
Darstellung der dichotomen Auf-
zweigung der Ureterknospe. Der 
Einsatz zeigt die Vereinigung 
mehrere dichotomen Verzwei-
gungen. 
(Bild verändert nach: Drews, 1993) 
 
Die kraniale Spitze der Ureterknospe ist leicht verdickt und wird als ampulläres Endstück 
bezeichnet, sie wächst in Richtung des metanephrogenen Blastems. Sobald diese erreicht 
wird, untergeht die Ureterknospe einige dichotome Teilungen, wobei jeder der entstandenen 
Äste sich wiederum dichotom aufteilen kann (siehe Abb. 1.2 B). Die ersten drei bis fünf 
Teilungsgenerationen vereinigen sich, um das Nierenbecken zu formen, die folgenden drei bis 
fünf Generationen bilden die Nierenkelche, und die letzten sieben bis acht bilden die 
Sammelrohre. Ab dem Ende der siebten Woche entwickeln sich das Sammelrohrsystem und 
die Nephrone parallel. 
In der Aufzweigung der Sammelrohre lassen sich drei Phasen unterscheiden (siehe Abb. 1.3). 
In der erste Phase (Abb. 1.3 A) finden dichotome Teilungen für etwa sechs bis acht 
Generationen statt. Einer der Äste induziert die Bildung eines Nephrons und der andere 
entwickelt sich zum ampullären Endstück, das sich wiederum dichotom teilen kann. 
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In der zweiten Phase (Abb. 1.3 B), die die 16. bis 24. Schwangerschaftswoche umfasst, finden 
keine dichotomen Teilungen mehr statt. Jeder Ast kann die Bildung von sechs bis acht 
weiteren Nephronen induzieren. Hierbei wird am Übergang jedes neugebildeten Nephrons 
direkt das nächste Nephron induziert. Hierdurch sind die Nephrone arkadenartig miteinander 
verbunden. In jeder Arkade hat sich das erste Nephron während der ersten Periode der 
Nephrogenese gebildet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der 
Aufzweigung der Sammelrohre und der 
Entstehung der Nephronarkaden 
A) In der ersten Phase der 
Sammelrohrenaufzweigung teilen sich die 
ampullären Endstücke der Ureterknospe 
dichotom. Der eine Ast induziert die 
Bildung eines Nephrons, aus dem anderen 
entwickelt sich ein ampulläres Endstück, 
das sich wiederum dichotom aufteilen 
kann. B) In der zweiten Phase wird direkt 
nach jedem gebildeten Nephron das 
nächste induziert, dadurch sind die 
Nephrone arkadenartig miteinander 
verbunden. C) In der dritte Phase wachsen 
die ampullären Endstücke weiter ins 
Blastem ein und dichtotome Teilungen 
finden erneut statt. 
(Bild verändert nach: Drews, 1993) 
 
Die 24. bis 36. Schwangerschaftswochen werden in der letzten Phase zusammengefasst (Abb. 
1.3 C). In dieser Phase wachsen die ampullären Endstücke der Ureterknospe weiter in das 
metanephrogene Blastem hinein und es erfolgen erneute dichotome Teilungen. Nach jeder 
Teilung induziert eine Aufzweigung ein Nephron und aus der anderen Aufzweigung 
entwickelt sich ein ampulläres Endstück. Wenn das ampulläre Endstück nach vier bis sieben 
Teilungen den äußeren Bereich des Cortex unter der Kapsel erreicht, werden keine neuen 
Nephrone mehr gebildet. Somit befinden sich die zuletzt gebildeten Nephrone direkt unter der 
Nierenkapsel. 
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Abb. 1.4: Differenzierung des Nierenbläschens zum Nephron 
Die ampulläre Erweiterung induziert die Bildung eines Metanephros-Bläschens in 
der Blastem-Kappe die sie umgibt. Diese entwickelt sich zu einem S-formiges 
Kanälchen, welches in drei Abschnitte unterteilt werden kann. Der obere entwickelt 
sich zum distalen Tubulus und zum aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und der 
mittlere entwickelt sich zum absteigenden Ast der Henle-Schleife und den 
proximalen Tubulus. Aus dem unteren Abschnitt entwickelt sich die Bowman-
Kapsel, die den Glomerulus, ein Gefäßknäuel, umgibt. Wenn das Bläschen am 
anderen Ende mit dem Sammelrohr fusioniert, ist das Nephron funktionsfähig.  
(Bild verändert nach: Drews, 1993) 
 
Die Nephrone entwickeln sich aus dem metanephrogenen Blastem (Abb. 1.4), das die 
Sammelrohre wie eine Kappe umgibt. Ein Signal aus der Ureterknospe induziert eine 
Zellkondensation im nephrogenen Blastem, aus dem sich das Metanephros-Bläschen 
entwickelt. Diese werden länger und bilden ein S-formiges Kanälchen. Es können drei 
Abschnitte unterschieden werden. Der obere Abschnitt entwickelt sich zum distalen Tubulus 
und zum aufsteigenden Ast der Henle-Schleife, während aus dem mittleren Abschnitt der 
absteigende Ast der Henle-Schleife und der proximale Tubulus hervorgehen. Aus dem 
unteren Abschnitt entwickelt sich die Bowman-Kapsel, welche ein Kapillarknäuel 
(Glomerulus) umgibt. Gleichzeitig fusioniert das Bläschen am anderen Ende mit dem 
Sammelrohr, so dass das Nephron funktionsfähig ist. Ab der sechsunddreißigsten 
Schwangerschaftswoche werden keine neuen Nephrone mehr gebildet. Das Volumen der 
Glomeruli nimmt zu und die Henle-Schleife, sowie proximale und distale Tubuli werden 
länger und gewunden. Dieser Prozess setzt sich auch nach der Geburt fort bis zur Reife 
[Gilbert-Barness, 2007; Drews, 1993]. 
Die reife Niere kann in die äußere Nierenrinde (Cortex) und das innere Nierenmark (Medulla) 
unterteilt werden. Das exkretorische System besteht im Wesentlichen aus den Sammelrohren, 
den Nierenkelchen, dem Nierenbecken, und dem Harnleiter (siehe Abb. 1.5). 
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der 
humanen Niere im Längsschnitt 
Die Niere kann unterteilt werden in die äußere 
Nierenrinde (Cortex) und das innere 
Nierenmark (Medulla). Dargestellt ist das 
exkretorische System, welches sich aus den 
Sammelrohren (nicht dargestellt), den 
Nierenkelchen, dem Nierenbecken, und dem 
Harnleiter zusammensetzt.  
(Bild verändert nach: http://galileo.phys. 
virginia.edu/classes/304/kidney.gif) 
Das Nephron stellt die funktionelle Einheit der Niere dar. Diese besteht aus folgenden 
Elementen, der Bowman-Kapsel, die ein Kapillarknäuel (Glomerulus) umgibt, dem 
proximalen Tubulus, der Henle-Schleife und dem distalen Tubulus. Der Blutdruck presst 
Wasser, Harnstoff, Salze und andere niedermolekulare Solute aus dem in Glomerulus 
enthaltene Blut in das Lumen der Bowman-Kapsel. Das so entstandene Ultrafiltrat gelangt 
zunächst in den proximalen Tubulus, wo Wasser und Salze reabsorbiert werden. Im 
absteigenden Ast der Henle-Schleife wird die Reabsorption von Wasser fortgesetzt. Der 
aufsteigende Ast dagegen ist undurchlässig für Wasser und dient der Reabsorption von 
Natriumchlorid. Anschließend gelangt das Ultrafiltrat in den distalen Tubulus, der eine 
wichtige Rolle in der selektiven Sekretion und Reabsorption spielt. Eine letzte Möglichkeit 
für Wasserreabsorption bilden die Sammelrohre, bevor die Flüssigkeit in das Nierenbecken 
fließt.
Abb. 1.6: Schematischer Aufbau des Nephrons 
Die funktionelle Einheit der Niere wird vom 
Nephron gebildet. Sie besteht im Wesentlichen aus 
folgenden Abschnitten: der Bowman-Kapsel, die 
den Glomerulus umgibt, dem proximalen Tubulus, 
der Henle-Schleife und dem distalen Tubulus, der 
in das Sammelrohr mündet, das von mehreren 
Nephronen geteilt wird.  
(Bild aus: Campbell, 1997) 
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2.  Polyzystische Nierenerkrankungen 
Zystische Nierenerkrankungen sind eine heterogene Gruppe von genetischen, erworbenen und 
sporadischen Erkrankungen. Eine frühe Klassifikation erfolgte nach morphologischer 
Charakterisierung. In den letzten Dekaden wurden jedoch klinische, radiologische und 
genetische Kriterien für die Beurteilung hinzugezogen. Heute unterscheidet man zwischen 
erworbenen Zystennieren, z. B. als Folge einer Dialysebehandlung, welche als 
„multizystisch“ bezeichnet werden und heriditären, monogenetischen Erkrankungen, welche 
als „polyzystisch“ bezeichnet werden.  
Polyzystische Nierenerkrankungen (PKD: Polycystic kidney diseases) sind häufig die 
Ursache für Nierenversagen bei Kindern und im Erwachsenenalter. Diese Erkrankungen 
zeichnen sich durch die Entstehung von flüssigkeitsgefüllten Zysten in der Niere aus, wobei 
die Zysten sich aus der Epithelschicht der Nephrone und des Sammelrohrsystems entwickeln. 
Nadasdy et al. [1995] zeigten, dass das Epithel der Zysten eine erhöhte Proliferationsrate 
aufweist, welche möglicherweise eine Rolle bei der Entstehung dieser Zysten spielt. 
Allerdings ist der genaue Mechanismus noch ungeklärt. 
Die heriditären polyzystischen Nierenerkankungen, welche bilateral auftreten, umfassen 
Nephronophtise, medulläre zystische Nierenerkrankung (MCKD: medullary cystic kidney 
disease), glomerulozystische Nierenerkrankungen (GCKD: glomerulocystic kidney disease), 
autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD: autosomal dominant 
polycystic kidney disease) sowie autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung 
(ARPKD: autosomal recessive polycystic kidney disease) (siehe Tab. 1.1). Die Schwere der 
Symptome, sowie das Alter in dem die Krankheit erstmals auftritt, variiert stark zwischen den 
verschiedenen polyzystischen Nierenerkrankungen. 
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Tab. 1.1: Übersicht der heriditären polyzystischen Nierenerkrankungen 
Tabellarische Darstellung der verschiedenen heriditären polyzystischen Nierenerkrankungen, die 
verantwortlichen Gene und ihre genomische Lage, sowie die von ihnen kodierten Proteine. AD: autosomal-
dominant, AR: autosomal-rezessiv 
(Tab. verändert und aktualisiert nach: Wilson, 2004; Dixon-Salazar et al., 2004; Wilson und Goilav, 2007; 
Salomon et al., 2008) 
 
Erkrankung Vererbung Gen Chromosom-
Lokalisation 
Protein Molekular-
gewicht 
     kDa 
Polyzystische Nierenerkrankungen 
     Autosomal-dominant AD PKD1 16p13.3 Polycystin-1 462 
     Autosomal-dominant AD PKD2 4q21 Polycystin-2 110 
     Autosomal-rezessiv AR PKHD1 6p21-23 Polyduktin 447 
Nephronophtise 
     Juvenil AR NPHP1 2q12-13 Nephrocystin-1 83 
     Infantil AR NPHP2 9q22-31 Inversin 98 
     Juvenil AR NPHP3 3q21-22 Nephrocystin-3 143 
     Juvenil AR NPHP4 1p36 Nephrocystin-4 134 
     Juvenil AR NPHP5 
(1QCB1) 
3q21.1 Nephrocystin-5 69 
     Juvenil AR NPHP6 
(CEP290) 
12q21.32 Nephrocystin-6 290 
     Juvenil AR NPHP7 
(GLIS2) 
16p Glis2 56 
     Juvenil AR NPHP8 
(RPGRIPIL) 
16q RPGRIP1L 151 
     Juvenil AR NPHP9 
(NEK8) 
17q11 NEK8 75 
     Juvenil AR AHI1 6q23.3 Jouberin 137 
Medulläre zystische Nierenerkrankungen 
 AD MCKD1 1q21 ? ? 
 AD MCKD2 
(UMOD) 
16p12 Uromodulin 85 & 95 
Glomerulozystische Nierenerkrankung 
 AD 
 
HNF-1β 
UMOD 
17q12 
16p12 
HNF-1β 
Uromodulin 
61 
85 & 95 
 
2.1   Nephronophtise 
Die Nephronophtise ist eine autosomal-rezessiv vererbte Nierenerkrankung, welche in 
verschiedene Populationen unterschiedlich stark auftritt. In Finnland tritt sie mit einer 
Inzidenz von 1: 100.000 auf, während sie in Canada 1: 50.000 und in der USA nur mit einer 
Inzidenz von etwa 1: 1.000.000 auftritt [Salomon et al., 2008]. Trotz dieser niedrigen Inzidenz 
ist es der häufigste genetische Grund für  terminales Nierenversagen im Kindesalter und 
manifestiert sich meistens bis zum zwanzigsten Lebensjahr [Hildebrandt und Otto, 2000]. Die 
Krankheit ist charakterisiert durch normal große Nieren, die bilateral Zysten entwickeln, 
welche sich hauptsächlich im Grenzbereich von Medulla und Cortex befinden. Die Zysten 
entstehen in den distalen Tubuli und den Sammelrohren.  
Weitere Charakteristika der Krankheit sind Wachstumsverzögerung, tubulo-interstitielle 
Fibrose und das Kollabieren einiger Tubuli, während andere einen Atrophie mit verdickter 
Basalmembran aufweisen. Bei der infantilen Form werden diese typischen verdickten 
 7
I. Einleitung 
Basalmembranen nicht gebildet [Salomon et al., 2008]. Eine Erkrankung anderer Organe kann 
einhergehen. Bei zehn Prozent der Patienten wird eine Retinitis pigmentosa festgestellt 
(Senior-Løken-Syndrom) [Otto et al., 2005], und auch Leberfibrose ist häufig mit 
Nephronophtise assoziiert. 
Bislang werden zehn verschiedene Formen der Nephronophtise unterschieden. Bei Typ I 
handelt es sich um eine Form, welche durch Mutationen im NPHP1-Gen entsteht [Antignac et 
al., 1993; Hildebrandt et al., 1993], das in 85 Prozent alle Nephronophtise-Fälle betroffen ist 
[Konrad et al., 1996]. Bei den meisten Patienten mit Typ I-Nephronophtise konnte eine 
homozygote Deletion von 250 kb im NPHP1-Gen nachgewiesen werden [Konrad et al., 
1996]. Das Gen kodiert für das Protein Nephrocystin-1, das in den primären Zilien der Niere 
lokalisiert ist, wo es vermutlich an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt ist 
[Benzing et al., 2001]. Für der Maus-Homolog von Nephrocystin-1 konnte eine 
Kolokalisation und Interaktion mit dem Protein p130Cas nachgewiesen werden, das in den 
fokalen Adhäsionskontakten lokalisiert ist [Donaldson et al., 2000]. 
Nephronophtise Typ II ist die infantile Form der Nephronophtise und wird von Mutationen im 
NPHP2-Gen verursacht. Das NPHP2-Gen-Produkt wird als Inversin bezeichnet. Dieses 
Protein interagiert mit Nephrocystin-1 und ist ebenfalls in den Zilien lokalisiert [Otto et al., 
2003]. Eine 125 kDa Inversin-Isoform konnte an Zell-Zell-Kontakten nachgewiesen werden, 
wo es mit N-Cadherin und Cateninen interagiert, während zwei weitere Inversin-Isoformen 
von 140 und 90 kDa im Zellkern nachgewiesen wurden, wo letztere mit β-Catenin interagiert 
[Nürnberger et al., 2002]. 
2003 konnten Olbrich et al. das Gen identifizieren, welches die dritte Form von 
Nephronophtise (Typ III) verursacht. Das Gen wurde als NPHP3 bezeichnet und kodiert für 
Nephrocystin-3. Weiterhin konnten sie nachweisen, dass dieses Protein mit Nephrocystin-1 
interagiert.  
Nephronophtise Typ IV wird von Mutationen im Gen NHPH4 ausgelöst. Diese wurde 2002 
von Mollet et al. identifiziert. Auch das Genprodukt Nephrocystin-4 ist in der Lage mit 
Nephrocystin-1 zu interagieren [Mollet et al., 2002]. Wie die anderen Nephrocystine 
lokalisiert Nephrocystin-4 an den Zilien, wo es mit α-Tubulin assoziiert ist. Zudem wurde 
dieses Protein in Zentrosomen und im Komplex mit den Proteinen p130Cas und Pyk2 
nachgewiesen, was zu der Vermutung führt, dass dieses Protein an Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen beteiligt ist. 
Nephronophtise Typ V ist mit dem Senior-Løken-Syndrom assoziiert. Otto et al. konnten 
2005 nicht nur NHPH5 (IQBC1) als veranwortliches Gen identifizieren, sondern auch 
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nachweisen, dass das Genprodukt Nephrocystin-5 mit dem Protein „retinitis pigmentosa 
GTPase regulator“ interagiert. Beide Proteine sind in den Zilien der Photorezeptoren sowie 
den Nierenepithelzellen lokalisiert. Zudem besitzt das Protein zwei IQ-Domäne (benannt nach 
dem Isoleucin-Glutamin (IQ)-Motiv), welche aus sieben „turn-Helix“-Motiven bestehen und 
in der Lage sind, Calmodulin Ca2+-unabhängig zu binden. 
Die sechste Form der Nephronophtise, Typ VI, wird durch Mutationen im NPHP6-Gen 
(SEP290) verursacht [Sayer et al., 2006]. Diese Form ist mit schwerer Retinitis pigmentosa 
assoziiert. Das Protein Nephrocystin-6 konnte in den Zentrosomen von Nierenepithelzellen 
und in primären Zilien der Photorezeptoren nachgewiesen werden [Chang et al., 2006]. Es 
interagiert mit dem Transkriptionsfaktor ATF4, der in der cAMP-abhängigen 
Nierenzystenbildung impliziert ist [Sayer et al., 2006]. Diese Form der Nephronophtise ist mit 
dem Joubert-Syndrome assoziiert. Patienten sind geistig behindert und weisen in neonatalen 
Alter respiratorische Unregelmäßigkeiten auf [Tory et al., 2007]. 
Nephronophtise Typ VII wird durch Mutationen in dem NPHP7-Gen (GLIS2) verursacht. 
Dieses Gen kodiert für einen Zink-Finger-Transkriptionsfaktor. Es scheint sich bei Type VII 
um eine seltene Form von Nephronophtise zu handeln. Bislang wurde nur bei drei 
Geschwister Mutationen in diesem Gen identifiziert [Attanasio et al., 2007]. Attanasio et al. 
[2007] zeigten zudem in kultivierten Nierenzellen, dass das Glis2-Protein in den primären 
Zilien und dem Nukleus lokalisiert ist. Auf murinem Gewebe zeigten sie außerdem, dass das 
Protein in allen Nierentubuli und in Epithelzellen der Bowman-Kapsel exprimiert wird. 
Typ VIII wird durch Mutationen in dem NPHP8-Gen (RPGRIP1L) verursacht, welches für 
das Protein RPGRIP1L kodiert [Wolf et al., 2007]. Es handelt sich hier um ein Protein das im 
Cytoplasma vorliegt und mit Nephrocystin-4 und -6 in Basalkörpern, Zentrosomen und 
primären Zilien der Nierentubuli kolokalisiert [Delous et al., 2007; Arts et al., 2007]. Eine 
Interaktion mit Nephrocystin-4 konnte nachgewiesen werden [Arts et al., 2007]. 
Mutationen im NPHP9-Gen (NEK8) verursachen Nephronophtise Typ IX. Das Protein ist wie 
alle Nephrocystine an den primären Zilien und an den Zentrosomen lokalisiert. Zellkultur-
Experimente mit mutierter muriner NPHP9-cDNS zeigten, dass die drei Mutationen, die 
bislang in Patienten identifiziert wurden, negative Auswirkungen auf die Lokalisation des 
Proteins in den Zilien und Zentrosomen hatten [Otto et al., 2008]. 
Ein weiteres Gen wird mit Nephronophtise assoziiert, das AHI1-Gen, welches für das Protein 
Jouberin kodiert und für Nephronophtise Typ X verantwortlich ist. Mutationen in diesem Gen 
führen zum Joubert-Syndrome, welches häufig als isolierte Erkrankung auftritt, aber in 
einigen Fällen mit Nephronophtise assoziiert ist [Dixon-Salazar et al., 2004; Utsch et al., 
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2006]. Wie einige der anderen Nephronophtise-Proteine ist auch dieses Protein in der Lage 
mit Nephrocystin-1 zu interagieren. Das Protein ist in den Sammelrohren der Niere lokalisiert. 
In Zellkultur-Experimenten konnte gezeigt werden, dass es an Zell-Zell-Kontakten, primären 
Zilien und Basalkörperchen, sowie am Zentrosomen exprimiert wird [Eley et al., 2008]. 
 
 
2.2   Medulläre zystische Nierenerkrankungen 
Bei den medullären zystischen Nierenerkrankungen handelt es sich um eine autosomal-
dominant vererbte tubulo-interstitielle Nephropathie. Weitere phänotypische Merkmale sind 
Hyperurikämie und Gicht. Ähnlich wie bei Nephronophtise sind die Zysten auf den 
corticomedullären Bereich begrenzt. Die Nieren sind normal groß, oder bilateral geringfügig 
verkleinert. Anders als bei der Nephronophtise manifestiert sich die Erkrankung klinisch 
milder und typischerweise erst im Erwachsenenalter.  
Es gibt zwei Formen der Erkrankung, MCKD1 und MCKD2, die sich jedoch klinisch nicht 
unterscheiden lassen. Hodaňová postulierte eine dritte Form der MCKD, dessen 
verantwortliches Gen auf Chromosom 1q41 kartiert wurde [Hodaňová et al., 2005]. 
MCKD1 wird durch Mutationen in einem noch unbekannten Gen verursacht, welches 2004 
auf einen chromosomalen Bereich von weniger als 650 kb auf Chromosom 1 eingegrenzt 
werden konnte [Wolf et al., 2003a]. Nach Mutationsanalyse von 37 Kandidatengenen konnten 
in drei Genen, AK000210, CCT3 und SCAMP3 Sequenzabweichungen identifiziert werden, 
welche nur bei Patienten nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse werfen die Frage 
auf, ob tatsächlich nur ein einziges Gen für MCKD1 verantwortlich ist [Wolf et al., 2006].  
Mutationen im UMOD-Gen, welches für das Protein Uromodulin (auch Tamm-Horsfall-
Protein genannt) kodiert, verursachen MCKD2. Intressanterweise wurde bei Patienten mit 
Mutationen im Bereich 1q41 eine reduzierte Uromodulinexpression beobachtet [Hodaňová et 
al., 2005]. Somit ist es möglich, dass das Gen welches die postulierte dritte Form von MCKD 
verursacht, in dieselben Signalwege involviert ist wie Uromodulin. 
Uromodulin ist ein Glykoprotein, das über eine Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) in der 
Außenseite der Zellmembran verankert ist [Rindler et al. 1990; Cavallone et al., 2001]. Es 
wurde jedoch auch im Cytoplasma nachgewiesen [Peach et al., 1988; Rindler et al. 1990; 
Hodaňová et al., 2005]. Uromodulin wird ausschließlich in der Niere exprimiert [Pennica et 
al., 1987], wo es im aufsteigende Ast der Henle-Schleife und in den distalen Tubuli lokalisiert 
ist [Peach et al., 1988; Sikri et al., 1979; diese Arbeit]. 
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Obwohl Uromodulin bereits 1950 von Igor Tamm und Frank Horsfall aus Urin isoliert wurde, 
ist bis heute seine Funktion noch nicht völlig geklärt. Man vermutet, dass die Fähigkeit des 
Proteins, Protofilamenten zu bilden, zu einer gelartigen Struktur führt, die für die 
Wasserundurchlässigkeit des aufsteigenden Asts der Henle-Schleife verantwortlich ist. 
Außerdem scheint das Protein eine Rolle in immunologischen Reaktionen zu spielen, indem 
es Cytokine wie TNFα und Interleukin-1α bindet, sowie an Leukocyten und diese 
anschließend aktivieren kann. Zudem erschwert das Protein die Entstehung von 
Harnwegsinfektionen, indem es die Bindung von E. coli an Nierenzellen verhindert [Hart et 
al., 2002]. 
Es wurde für längere Zeit angenommen, dass familiäre juvenile hyperurikämische 
Nephropathie (FJHN: familial juvenile hyperuricemic nephropathy) und MCKD2 zwei 
unabhängige Nierenerkrankungen darstellen, obwohl beide Krankheiten einen ähnlichen 
klinischen Verlauf zeigen. Nachdem jedoch für beide Krankheiten Mutationen im UMOD-
Gen als Ursache nachgewiesen werden konnte, betrachtet man sie nun als allelische 
Heterogenität der gleichen Krankheit, und die Bezeichnung Uromodulin-assoziierte 
Nierenerkrankung (UAKD: Uromodulin associated kidney disease) wurde vorgeschlagen 
[Hart et al., 2002; Turner et al., 2003]. 
 
 
2.3   Glomerulozystische Nierenerkrankung 
Die glomerulozystische Nierenerkrankung ist eine selten auftretende Erkrankung der Niere, 
welche autosomal-dominant vererbt wird oder auch sporadisch auftreten kann. Die erbliche 
Form ist assoziiert mit hypoplastischen oder normalen Nieren, aber auch vergößerte Nieren 
wurden beobachtet. Die Bowman-Kapseln sind erweitert, und die Kapillarknäuel sind 
entweder reduziert oder kollabiert. 
Welche Gene in GCKD involviert sind, ist noch nicht vollständig geklärt. Es konnten bereits 
zwei Gene identifiziert werden, die für die Erkrankung verantwortlich sind. In zwei Familien 
mit einer hypoplastischen Form der GCKD und frühzeitigen Diabetes konnten Mutationen im 
HNF-1β-Gen (HNF-1β: hepatocyte nuclear factor) identifiziert werden [Bingham et al., 
2001]. In zwei anderen Familien, deren Mitglieder keine Anzeichen von Diabetes zeigten, 
wurden Mutationen im UMOD-Gen als Ursache der Erkrankung nachgewiesen. [Rampoldi et 
al., 2003; Lens et al., 2005].  
Jedoch konnten in einigen Fällen keine Mutationen in diesen Genen nachgewiesen werden. 
Somit ist zu erwarten, dass ein weiteres Gen oder weitere Gene involviert sind.
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2.4   Autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung 
Eine der am häufigsten auftretenden genetischen zystischen Nierenerkrankungen ist die 
autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung, welche mit einer Inzidenz von 1:800 
mit vollständige Penetranz auftritt [Wilson und Goilav, 2007]. Die Erkrankung manifestiert 
sich typischerweise erst im Erwachsenenalter, obwohl Zysten zum Teil bereits in utero 
nachgewiesen werden können. Pathologisch ist die Erkrankung charakterisiert durch die 
Entwicklung von Zysten in Cortex und Medulla der Nieren, die hierdurch massiv vergrößert 
sind. Zysten können in allen Abschnitten des Nephrons, außer in den Glomeruli, entstehen 
und sich während ihrer Größenzunahme von diesen abkapseln und lösen. Auch andere 
Organe, wie Leber, Pankreas und Dünndarm, sind von Zystenbildung betroffen. Die 
Symptome äußern sich in Bluthochdruck, Polyurie, Infektionen der Harnwege, Nierensteinen 
und Schmerzen im Rücken, in der Seite oder im Unterleib [zusammengefasst in Gabow, 
1993; Wilson und Goilav, 2007]. Etwa die Hälfte der Patienten entwickelt eine terminale 
Niereninsuffizienz bis zum sechzigsten Lebensjahr [Churchill et al., 1984]. 
ADPKD kann in zwei verschiedene Typen unterteilt werden, welche sich phänotypisch 
gleichen. Im Allgemeinen ist der Verlauf von Typ II milder und das Manifestationsalter liegt 
höher als bei Typ I [Torra et al., 1996]. 
 
 
2.4.1   ADPKD Typ I 
In 85 bis 90 Prozent der ADPKD-Fälle handelt es sich um Typ I, welcher durch eine Mutation 
im PKD1-Gen verursacht wird [The International Polycystic Kidney Disease Consortium, 
1995]. Das PKD1-Gen erstreckt sich über 52 kb genomische DNS und umfasst 46 Exons. Ein 
Transkript von 14,2 kb kodiert für das Protein Polycystin-1 (PC-1), ein Multidomänen-
Membranprotein von 4304 Aminosäuren. Das Protein hat einen großen extrazellulären 
aminoterminalen Bereich, elf Transmembrandomänen, und einen kurzen cytoplasmatischen 
carboxyterminalen Bereich [Hughes et al., 1995; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997] (siehe 
Abb. 1.7). Der extrazelluläre Bereich des Proteins enthält mehrere Motive, welche die 
Bindung an Matrix- und Zellmembran-Proteine vermitteln, während die intrazelluläre 
Bereiche mehrere Phosphorylierungsstellen aufweist [Hughes et al., 1995]. 
Für Polycystin-1 konnte nachgewiesen werden, dass es an fokalen Adhäsionskontakte 
lokalisiert ist, und mit mehreren Adhäsionsproteinen assoziiert ist, wie Vinculin, Paxillin 
[Wilson et al., 1999], Talin, p130Cas, FAK (focal adhesion kinase) und pp60-src die alle in 
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einem Komplex vorkommen [Geng et al., 2000] (siehe Abb. 1.7). In ADPKD-Fällen, in denen 
das Polycystin-1 mutiert und damit funktionsunfähig ist, wird die FAK nicht zu diesem 
Komplex rekrutiert, dadurch nicht phosphoryliert und aktiviert, was somit möglicherweise 
dazu führt, dass die weitere Signaltransduktion unterbunden wird [Geng et al., 2000].  
Das Protein ist auch in Zell-Zell-Kontakten lokalisiert. Hier kolokalisiert es mit E-Cadherin 
und α-, β- und γ-Catenin [Huan und van Adelsberg, 1999]. In ADPKD-Patienten wird statt E-
Cadherin das mehr fötale N-Cadherin gefunden, was eine schwächere Zell-Zell-Verbindung 
zur Folge hat (siehe Abb. 1.7) [Roitbak et al., 2004]. Zudem befindet sich Polycystin-1 in den 
primären Zilien der Niere, wo man vermutet, dass es die Funktion eines Mechanosensors 
übernimmt [Nauli et al., 2003].  
Aufgrund seiner Struktur wurde für Polycystin-1 eine Rolle in der Signaltransduktion 
postuliert und diese konnte für mehrere Signaltransduktionwege gezeigt werden, so im 
JAK/STAT-Weg [Bhunia et al., 2002], im JNK-AP1-Signalweg, wobei PKCα, Cdc42, und 
Rac-1 eine wichtige Rolle spielen [Arnould et al., 1998] und in Wnt/β-Catenin-Weg, indem es 
lösliches β-Catenin stabilisiert und somit den Wnt-Signalweg beeinflusst [Kim et al., 1999]. 
Eine Funktion von Polycystin-1 bei der Proteinprozessierung wäre auch denkbar. In ADPKD-
Patienten sind einige Proteine in den Nierenepithelzellen falsch polarisiert. Einige Proteine, 
wie zum Beispiel die NaK-ATPase, die normalerweise in der Basolateralmembran 
vorkommen, befinden sich in der apikalen Membran. Möglicherweise handelt es sich hier um 
einen direkten Effect: Zatti et al. [2005] konnten nachweisen, dass Polycystin-1 mit der NaK-
ATPase α-Untereinheit interagieren kann. Interessanterweise wird auch Polycystin-1 selbst in 
ADPKD-Fällen nicht richtig prozessiert und befindet sich hauptsächlich im Cytoplasma, statt 
in der Membran [zusammengefasst in Wilson und Goilav, 2007]. 
Chauvet et al. [2004] zeigten, dass Polycystin-1 gespalten wird und der C-Terminus in den 
Nukleus transloziert. Hier ist der C-Terminus in der Lage AP1 zu aktivieren, sowie den Wnt-
Signalweg zu inhibieren [Lal et al., 2008]. Eine Mutation, die die Abspaltung des Polycystin-
1 C-Terminus blockierte, führte in Mäuse zur Zystenbildung, was auf eine Rolle des C-
terminalen Fragments in der Entwicklung der Tubuli hinweist [Yu et al., 2007]. 
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Abb. 1.7: Polycystin-1 in Zell-Zell-
Verbindungen und Zell-Matrix-Adhäsion 
A) Polycystin-1 (PC-1) ist in Zell-Zell-
Adhäsion involviert und lokalisiert in 
Desmosomen (DJ: desmosomal junction) und 
Adhärenzverbindungen (AJ: adherens 
junctions). In ADPKD-Epithelzellen fehlen die 
Desmosomen-Proteine Desmoglein-1 (Dsg), 
Desmocollin-2 & -3 (Dsc) und Desmoplakin 
(Dp) in den Zell-Zell-Kontakten. E-Cadherin 
(E-cad) fehlt ebenfalls und wird teilweise durch 
N-Cadherin (N-cad) ersetzt. 
B) In normalen Zellen wird PC-1 in fokalen 
Adhäsionskontakte gefunden in einem Kom-
plex mit Talin (TAL), Paxillin (PAX), Vinculin 
(VINC), fokaler Adhäsions-Kinase (FAK), c-
src (SRC), p130-Cas (CAS), Nephrocystin-1 
(NPH1) und Tensin (TEN). In ADPKD-
Epithelzellen fehlt FAK in dem Komplex. TJ: 
tight junction (engl: „dichte Verbindung“), Pg: 
Plakoglobin, Catenins: α-, β-, γ-Catenin 
(Bild aus: Ibraghimov-Beskrovnaya und 
Bukanov, 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2   ADPKD Typ II 
Mutationen im PKD2-Gen sind für ADPKD Typ II verantwortlich und treten in 10 bis 15 
Prozent aller ADPKD-Fälle auf. Das Gen umfasst nur 15 Exons. Ein Transkript von fünf kb 
wird gebildet, das für ein Membranprotein von 968 Aminosäuren, genannt Polycystin-2 (PC-
2), kodiert [Mochizuki et al., 1996]. 
Polycystin-2 ist ein nicht-selektiver Kationen-Kanal, der Calciumströme vermitteln kann 
[Koulen et al., 2002; González-Perrett et al., 2001]. Vermutlich ist Polycystin-2 in den 
gleichen ziliären Mechanotransduktionswegen wie Polycystin-1 involviert [Nauli et al., 
2003]. Zudem wurde nachgewiesen, dass Polycystin-2 ohne Polycystin-1 im Cytoplasma 
vorkommt und erst durch letzteres zur Membran transferiert wird. Auch die Kanalaktivität 
scheint von der Interaktion mit Polycystin-1 abhängig zu sein [Hanaoka et al., 2000]. Zudem 
wird eine regulierende Rolle bei der Abspaltung und Translokation des C-Terminus von 
Polycystin-1 vermutet. Infolge kommt es zur Aktivierung von AP1 und AP1-abhängigen 
Genen [Chauvet et al., 2004]. 
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2.5   Autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung 
Eine der bedeutendsten Nephropathien des Kinderalters ist die autosomal-rezessive 
polyzystische Nierenerkrankung, die mit einer Inzidenz von 1:20.000 Lebendgeburten auftritt 
[Zerres et al., 1998].  
Charakterisiert wird die Erkrankung durch eine bilaterale massive Vergrößerung der Nieren, 
hervorgerufen durch die zystische Erweiterung der distalen Tubuli und der Sammelrohre. Bei 
der ARPKD liegt zudem obligat eine kongenitale Leberfibrose vor, deren Ausprägung 
unterschiedlich sein kann, aber mit steigendem Alter zunimmt [Zerres et al., 2003]. 
Das klinische Bild der ARPKD ist in Abhängigkeit der Veränderungen der beteiligten Organe 
sehr variabel. In vielen Fällen kommt es zu einer frühen Manifestation und Tod in den ersten 
Lebenstagen. Etwa die Hälfte der mit ARPKD geborenen Kinder stirbt bereits kurz nach der 
Geburt aufgrund einer respiratorischen Insuffizienz. Durch die krankhafte Veränderung der 
Nieren des Embryos kann es bereits im Mutterleib zu einer Niereninsuffizienz kommen, was 
in einer verminderten Urinbildung und somit einem Mangel an Fruchtwasser resultiert 
(Oligohydramnie). Dies hat zur Folge, dass die Lungen des Embryos sich nicht korrekt 
entwickeln [Zerres et al., 1996].  
Seit die Mutationsanalyse zur ARPKD-Diagnostik angewendet wird, ist deutlich geworden, 
dass es viele Fälle gibt, in denen die Krankheit milder verläuft und teilweise auch erst in 
späteren Alter diagnostiziert wird. Gerade bei der letzteren Gruppe präsentiert sich die 
Erkrankung oft klinisch mit stärkerer Leber- als Nierenbeteiligung [Adeva et al., 2006]. Die 
Mortalitätsrate ist im ersten Lebensmonat am höchsten. [Bergmann et al., 2005] 
Die häufigsten Symptome bei Patienten, die das Neugeborenenalter überleben, sind eine 
fortschreitende Niereninsuffizienz, ausgeprägte Hypertonie und portale Hypertension. Häufig 
werden auch Harnwegsinfektionen und in etwa einen Viertel der Fälle eine 
Wachstumsretardierung festgestellt [Zerres et al., 1996; Zerres et al., 2003; Bergmann et al., 
2005].  
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2.5.1   Das ARPKD-Gen: PKHD1 
Um das ARPKD-verantwortliche Gen zu identifizieren wurden genetische 
Kopplungsanalysen durchgeführt. 1994 wurde das Gen in der Region 6p21.1-p12 lokalisiert 
[Mücher et al., 1994; Guay-Woodford et al., 1995]. 2002 gelang es dann zwei Arbeitsgruppen 
unabhängig voneinander, das verantwortliche Gen zu identifizieren, es wurde als PKHD1 
(Polycystic kidney and hepatic disease 1) bezeichnet. Onuchic et al. [2002] konnten mittels 
„positional cloning“ das Gen nachweisen, während Ward et al. [2002] das ARPKD-
verantwortliche Gen in einer Ratte mit polyzystischen Nieren (PCK Ratte: polycystic kidney) 
identifizierten und nachweisen konnten, dass bei ARPKD-Patienten Mutationen im 
orthologen Gen vorliegen. 
Das Gen umfasst mindestens 470 kb genomischer DNS und besteht aus 86 Exons. Ein 
komplexes Muster alternativer Spleißung hat zur Folge, dass mehrere Transkripte mit 
unterschiedlichen Exon-Kombinationen entstehen [Onuchic et al., 2002]. Das längste 
Transkript von 16,2 kb umfasst 67 Exons und beinhaltet den längsten durchgehenden 
Leserahmen, welcher 12,2 kb umfasst und für das Protein Polyduktin [Onuchic et al., 2002] 
bzw. Fibrocystin [Ward et al., 2002] kodiert.  
Bis jetzt wurden 276 verschiedene Mutationen im PKHD1-Gen detektiert (Datenbank der 
Humangenetik RWTH-Aachen; www.humgen.rwth-aachen). Die Mutationen sind über der 
gesamten extrazelluläre Bereich verteilt, dagegen konnte bislang nur eine einzige Mutation im 
cytoplasmatischen Bereich nachgewiesen werden. Ausschließlich die sinnverändernde 
(missense) Mutation T36M konnte bis jetzt in allen Mutationsstudien und bei nicht 
verwandten Patienten verschiedener etnischer Herkunft nachgewiesen werden und ist für etwa 
15 bis 20 Prozent der betroffenen Allele verantwortlich [Bergmann et al., 2005]. Beim 
Großteil der Mutationen handelt es sich um Aminosäureausstausche, und in etwa 45 Prozent 
aller Fälle handelt es sich um Mutationen, die zu einem frühzeitigen Abbruch des Proteins 
führen [Bergmann et al., 2003].  
Einen Genotyp-Phänotyp-Korrelation kann nur für die Art der Mutation, nicht jedoch für eine 
bestimmte Genregion gemacht werden. Zwei trunkierende Mutationen führen bei allen 
Betroffenen zu einem schweren, perinatalen oder neonatalen Phänotyp, während eine 
Abbruchsmutation in Kombination mit einer sinnverändernden Mutation sowohl eine 
schwere, als auch eine mildere Form der Erkrankung hervorrufen kann [Bergmann et al., 
2005]. Die Kombination von zwei Spleißmutationen oder einer Spleißmutation und einer 
trunkierenden Mutation korreliert ebenfalls mit dem schweren perinatalen Phänotyp [Scharp 
et al., 2005]. Patienten mit einem Aminosäure-Austausch zeigten in den meisten Fällen eine 
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klinisch mildere Form der ARPKD, und alle Patienten, die die neonatale Periode überlebt 
haben, weisen mindestens ein Substitutionsmutation auf [Furu et al., 2003].  
 
 
2.5.2   Expression des PKHD1-Gens 
Mit Hilfe von Northern Blot-Versuchen konnte gezeigt werden, dass PKHD1 besonders stark 
in der humanen fötalen und adulten Niere exprimiert wird und eine schwächere Expression in 
Pankreas und Leber vorhanden ist [Onuchic et al., 2002; Ward et al., 2002].  
In murinem Gewebe wurde zudem eine schwache Expression in Herz, Magen, Dünndarm, 
Muskel, Uterus und Plazenta nachgewiesen. Das genauere Expressionsmuster wurde mittels 
in situ-Hybridisierung nachgewiesen und es wurde gezeigt, dass PKHD1 in der Niere 
während der Embryonalentwicklung der Maus im Mesonephros (E12,5) und in der 
Ureterknospe exprimiert wird. In der postnatalen Niere ist eine starke Expression in den 
Sammelrohren vorhanden und eine schwächere in proximalen und distalen Tubuli, in den 
Glomeruli wurde keine Expression gefunden. Auch in anderen Organen wird PKHD1 
exprimiert und zwar in den sich entwickelnden Gallengängen, in der Muskulatur der großen 
Gefäße, im embryonalen Lungenmesenchym, in den Pankreasgängen, in der sich 
entwickelnden Trachea und in der Skelettmuskulatur [Nagasawa et al., 2002].  
Hiesberger et al. [2004] haben den Promotor des PKHD1-Gens untersucht und eine 
Bindungsstelle für Hepatocyte Nuclear Factor (HNF)-1-Transkriptionsfaktoren identifiziert. 
Die Bindung des HNF-1α kann die PKHD-1-Expression um das zwölffache steigern, HNF-1β 
um das 3,3-fache.  
Von besonderem Interesse ist dabei HNF-1β, denn von diesem Protein wurde bereits 
nachgewiesen, dass es für den Typ 5 des „maturity onset diabetes of the young“ (MODY5) 
verantwortlich ist, eine Erkrankung, die mit Nierenzysten assoziiert ist. Zudem sind 
Mutationen im HNF-1β-Gen für die glomerulozystische Nierenerkrankung verantwortlich.  
Transgene Mäuse, die eine dominant-negative HNF-1β-Mutante exprimieren, entwickeln 
Nierenzysten, welche eine erniedrigte PKHD1-Expression zeigen [Hiesberger et al., 2004]. 
Gresh et al. [2004] konnten durch die Inaktivierung des HNF-1β-Gens in den Sammelrohren 
und der Henle-Schleife in Mäusen zeigen, dass PKHD1, UMOD und PKD2 unter direkter 
Kontrolle des HNF-1β-Transkriptionsfaktors stehen.  
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2.5.3   Polyduktin 
Der längste durchgehende Leserahmen kodiert für ein 4074 Aminosäuren großes Protein, 
Polyduktin [Onuchic et al., 2002] oder auch Fibrocystin genannt [Ward et al., 2002]. Um 
Hinweise über die Struktur sowie über mögliche Funktionen des Proteins zu erhalten, wurde 
eine Vorhersage der Strukturs und eine vergleichende Motivsuche mit Hilfe des 
Computerprogramms SMART (simple modulat architecture research tool) durchgeführt 
[Onuchic et al., 2002]. Eine schematische Zeichnung des Proteins aufgrund dieser 
Strukturanalysen ist in Abb. 1.8 dargestellt.  
Demnach besitzt Polyduktin eine Transmembrandomäne, welche das Protein in einen großen 
extrazellulären aminoterminalen Bereich und einen kleinen cytoplasmatischen 
carboxyterminalen Bereich unterteilt. Durch alternative Spleißung entstehen verschiedene 
Polypeptide, die in zwei Gruppen eingeteilt werden können; solche mit einer 
Transmembrandomäne und solche ohne diese Domäne, welche demnach sezerniert werden 
[Onuchic et al., 2002]. 
 
 
COOH
NH2
COOHIntrazellulär 
Extrazellulär 
Transmembrandomän
PBH1-Domäne 
IPT-Domäne 
NH2
Abb. 1.8: Struktur des humanen Polyduktin 
Polyduktin besitzt eine Transmembrandomäne, 
welche das Protein in einen großen 
extrazellulären Aminoterminus und einen kleinen 
cytoplasmatischen Carboxyterminus unterteilt. 
Die Suche nach funktionellen Domänen ergab 
sechs IPT-Domänen im extrazellulären Bereich, 
welche auch in membranständigen Rezeptor-
proteinen vorkommen. Zudem befinden sich im 
extrazellulären Bereich ebenfalls zehn PbH1-
Domänen. Diese sind bekannt aus 
Polysacharidase, wo sie eine ligandenbindende 
und katalytische Funktion übernehmen. 
Durch alternative Spleißung entstehen mehrere 
Polypeptide, die in zwei Gruppen unterteilt 
werden können. Die erste Gruppe behält eine 
Transmembrandomäne, während die zweite 
Gruppe ohne diese Domäne lösliche Peptide 
enthält.  
 
 
Im extrazellulären Bereich befinden sich sechs IPT (immunoglobulin like fold shared by 
plexin transcription factor)-Domänen. Diese Domänen, deren Funktion noch unbekannt ist, 
kommen bei zwei verschiedenen Gruppen von Proteinen vor. Die erste Gruppe umfasst 
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Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel die Rel-Familie, die jeweils eine IPT-Domäne 
aufweisen. Die zweite Gruppe umfasst membranständige Rezeptorproteine, die häufig zur 
Sema-Superfamilie gehören, wie den Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR: 
hepatocyte growth factor receptor) und die Familie der Plexine, welche an der Regulation der 
zellulären Proliferation und Verankerung beteiligt sind. Alle Rezeptorproteine dieser Gruppe 
weisen mehrere IPT-Domänen auf. Aufgrund seiner Transmembrandomäne, sowie des 
Vorhandenseins mehrerer IPT-Domänen, könnte Polyduktin zur der zweiten Gruppe gehören 
und möglicherweise die Funktion eines Rezeptors übernehmen [Onuchic et al., 2002]. 
Als weitere funktionelle Domänen wurden Parallele-beta-Helix 1 (PbH1)-Domänen 
identifiziert. Diese befinden sich zwischen der letzten IPT-Domäne und der 
Transmembrandomäne. PbH1-Domänen sind von bakteriellen Polysacharidasen bekannt, wo 
sie für die Ligandenbindung und katalytische Reaktionen wichtig sind [Onuchic et al., 2002].  
Das PROSITE-Computerprogramm findet noch ein drittes wichtiges Motiv, eine Arginin-
Glycin-Aspartat-(RGD)-Domäne, welche bereits in verschiedenen Proteinen gefunden wurde, 
die eine Rolle bei der Zelladhäsion spielen [Onuchic et al., 2002]. 
Der extrazelluläre Bereich weist potentielle Glycosylierungsstellen auf, während der 
intrazelluläre Bereich vier mögliche Phosphorylierungsstellen aufweist, eine für Proteinkinase 
A (PKA) und drei für PKC [Ward et al., 2002]. 
Zhang et al. [2004] zeigten auf murinem Gewebe, dass Polyduktin in der Ureterknospe und 
den Mesonephros-Tubuli vorkommt und im adulten Gewebe hauptsächlich in den 
Sammelrohren und im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife exprimiert wird. Das Protein ist 
dabei hauptsächlich in der apikalen Membran lokalisiert. Ward et al. [2003] zeigten mit 
humanem Gewebe, dass in embryonalem Gewebe ein starkes Signal in den Ureterknospen 
und den Sammelrohren vorhanden war und ein schwächeres Signal im sich noch 
entwickelnden Nephron. Dagegen konnte in infantilem Nierengewebe nur in den 
Sammelrohren und der Henle-Schleifen ein Signal detektiert werden; im adulten Gewebe 
reduzierte sich dieses hauptsächlich auf die Sammelrohre. Zudem war Polyduktin in den sich 
entwickelnden und ausgereiften Gallengängen der Leber, im Pankreas und in Testis 
nachweisbar. Auch in humanem Gewebe war eine erhöhte Expression des Proteins in der 
apikalen Membran zu erkennen. Polyduktinexpression in den Sammelrohren und der Henle-
Schleife von adultem Nierengewebe konnte von einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt 
werden, ebenso die Expression im Pankreas und in den Gallengängen der Leber [Menezes et 
al, 2004]. 
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Mehrere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Polyduktin in den primären Zilien kultivierter 
Nierenzellen [Ward et al, 2003; Zhang et al., 2004; Menezes et al., 2004; Wang et al., 2004] 
und Cholangiozyten [Masyuk et al., 2003] vorkommt. Wang et al. [2004] konnten zudem 
zeigen, dass Polyduktin in murinem und humanem Gewebe ebenfalls in den Zilien lokalisiert 
ist. Polyduktin ist jedoch nicht ausschließlich im Zilium lokalisiert, sondern auch in der 
gesamten Zellmembran nachweisbar, wo es mit E-Cadherin kolokalisiert [Wang et al., 2007]. 
Da mehrere Proteine, die in zystische Nierenerkrankungen mutiert sind, in Zilien lokalisiert 
sind und teilweise miteinander interagieren oder wenigstens im gleichen Proteinkomplex 
vorliegen, lag die Vermutung nahe, dass dies auch auf Polyduktin zutreffen könnte. (Eine 
Übersicht der Proteine, die für polyzystische Nierenerkrankungen verantwortlich sind und 
deren Lokalisation und vermutete Assoziation in Proteinkomplexe sind in Abb. 1.9 
dargestellt).  
Eine Kolokalisation von Polyduktin und Polycystin-2 ist naheliegend, da beide Proteine mit 
E-Cadherin kolokalisieren. In Immunpräzipitationsversuchen in kultivierten Zellen wurde 
eine schwache Interaktion beider Proteine nachgewiesen, die jedoch in Hefe-zwei-Hybrid-
Versuchen mit verschiedenen Mutanten nicht bestätigt werden konnte. Ob diese Interaktion  
direkt ist, oder eher von einem anderen Protein vermittelt wird, bleibt ungeklärt. So wurde 
eine Interaktion mit Kif3a, einer Motoruntereinheit von Kinesin-2, im gleichen Experiment 
nachgewiesen [Wang et al., 2007], und Wu et al. [2006] zeigten, dass der carboxyterminale 
Bereich von Polyduktin und Polycystin-2 nicht direkt miteinander interagieren, sondern nur 
im selben Komplex vorliegen, wenn Kif3b ebenfalls vorhanden ist. Dagegen konnten Kim et 
al. [2008] den Carboxy-Terminus von Polyduktin mit dem Amino-Terminus von Polycystin-2 
kopräzipitieren. Es bleibt abzuwarten ob es sich hierbei um eine direkte Interaktion zwischen  
beiden Proteinen handelt. Da Polyduktin einen Effekt auf die strömungsinduzierte 
Calciumantwort hat und somit eventuell auch eine Rolle als Mechanosensor übernimmt, wie 
auch für Polycystin-1/-2 postuliert wurde, ist eine Interaktion dieser Proteine und ihre 
Beteiligung an gleichen Signalwegen denkbar [Wang et al., 2007].  
Eine weiteres Indiz für eine mögliche Rolle in der Regulation von Calciumreservoirs ist der 
putative Interaktionspartner CAML (calcium modulating cyclophilin ligand). Dieses Protein 
spielt eine Rolle in der Regulation des cytosolischen Calciumreservoirs, und eine partielle 
Kolokalisation, sowie Koimmunopräzipitation beider Proteine in Zellkultur weisen auf ihre 
mögliche  Interaktion hin [Nagano et al., 2005]. Eine Interaktion zwischen Polyduktin und 
Polycystin-2 wird weiter unterstützt durch die Beobachtung dass die Inhibition von Pkhd1 die 
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Symptome der Pkd2+/--Mäuse verschlimmert und zudem die Polycystin-2 Kanalaktivität 
beeinflusst [Kim et al., 2008]. 
Vor Kurzem wurde gezeigt, dass Polyduktin proteolytisch gespalten wird, wobei der größte 
Teil des extrazellulären Bereichs vermutlich an einer Proprotein-Convertase-Stelle gespalten 
wird und über Schwefelbrücken mit dem noch in der Membran verankerten C-terminalen Teil 
des Proteins verbunden bleibt. Aktivierung bestimmter Metalloproteinasen hat dann zur 
Folge, dass der extrazelluläre Anteil ins Lumen sezerniert wird. Eine γ-Secretase-abhängige 
Abspaltung des intrazellulären Bereichs scheint gleichzeitig statt zu finden. Erste 
Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dass der intrazelluläre Teil von Polyduktin nach 
Freisetzung in den Nukleus transloziert [Kaimori et al., 2007; Hiesberger et al., 2006]. Diese 
Beobachtungen implizieren, dass Polyduktin die Transkription von Genen beeinflusst. Die 
tatsächliche Funktion des Proteins bleibt dennoch vorerst ungeklärt. 
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung der Lokalisation von in polyzystischen 
Nierenerkrankungen involvierten Proteinen 
Viele der Proteine, die in polyzystischen Nierenerkrankungen mutiert sind, sind in den 
Zilien lokalisiert. Für Polycystin-1 (PC-1) und -2 (PC-2), sowie für einige Nephrocystin-
Proteine und Inversin konnte zudem eine Lokalisation in fokalen Adhäsionskontakten und 
in Zell-Zell-Verbindungen nachgewiesen werden.  Der getüpfelte Pfeil zeigt den 
Transport entlang des Microtubuli-Systems, welcher von Kinesin-2 vermittelt wird. AJ: 
Adhärenzverbindung (adherens junction); BB: Basalkörper (basal body); Cen: Zentriol 
(centriole); ER: endoplasmatische Reticulum; FAP: fokale Adhäsions Punkt; TJ: tight 
junction (Bild aus: Hildebrandt und Zhou, 2007) 
I. Einleitung 
2.5.4   Tiermodelle 
Es existieren diverse Tiermodelle für ARPKD, die zum Verständnis dieser Erkrankung und 
zur Funktion von Polyduktin beigetragen haben. Einige Tiermodelle sind durch eine spontane 
Mutation entstanden und zeigen einen Phänotyp, der in Bezug zur Morphologie, Ort der 
Zystenentstehung, extrarenalen Manifestation und Progression der Erkrankung ARPKD 
entsprechen. Hierzu gehört die PCK-Ratte, die eine spontane Spleißmutation im PKHD1- 
orthologen Gen trägt [Ward et al., 2002]. Diese Ratte zeigt polyzystische Veränderungen in 
der Niere, erweiterte Gallengänge, eine kongenitale Fibrose in der Leber und Cholangiozyten 
mit kurzen missgebildeten Zilien, die kein Polyduktin exprimieren [Sanzen et al., 2001; 
Masyuk et al., 2003].  
Ein sehr gut charakterisiertes ARPKD-Mausmodell ist die cpk (congenital polycystic kidney)-
Maus. Diese Maus trägt eine Deletionsmutation, welche für ein trunkiertes Cystin kodiert, 
ebenfalls ein Zilienprotein [Hou et al., 2002]. In den Nieren sind, wie bei der humanen 
ARPKD, Zysten in den Sammelrohren ersichtlich. Der Leberphänotyp sieht ebenfalls dem der 
ARPKD ähnlich, indem die Mäuse eine kongenitale Leberfibrose entwickeln [Avner et al., 
1987; Mrug et al., 2008]. 
Zwei weitere Mausmodelle sind die bpk (BALB/c polycystic kidneys)-Maus, und die orpk 
(oak ridge polycystic kidneys)-Maus. Sowohl die bpk-Maus als auch die orpk-Maus zeigen 
Zysten in den proximalen Tubuli und den Sammelrohren, aber nicht in der Leber [Nauta et al, 
1993; Yoder et al., 1995] 
Nachdem es Nagasawa et al. [2002] gelang das orthologe PKHD1-Gen der Maus zu 
identifizieren besteht nun die Möglichkeit, gezielt Mausmodelle zu erstellen, die Mutationen 
im Pkhd1-Gen tragen. Das erste Mausmodell, Pkhd1ex40 exprimiert ein modifiziertes 
Transkript, bei den das Exon 40 übersprungen wird. Diese Mäuse entwickeln schwerwiegende 
Missbildungen der Lebergallengänge. In Gegensatz zu humanen Patienten zeigen die Mäuse 
jedoch keinen Nierenphänotyp [Moser et al., 2005].  
In der Pkhd1del2/del2-Maus wurde das Exon 2 deletiert [Woollard et al., 2007]. Da sich in 
diesem Exon das Startcodon befindet, ist zu erwarten, dass kein Polyduktin gebildet wird. Ein 
alternatives Startsignal kann jedoch nicht komplett ausgeschlossen werden. Die Mäuse zeigen 
eine zystische Leber und in etwa der Hälfte der Fälle ebenfalls Zysten im Pankreas. Nur die 
Weibchen entwickeln einen Nierephänotyp und dies erst im Alter von neun Monaten (bzw. 
drei Monaten in zurückgekreuzten Mäusen). Bei diesen Weibchen wurde eine zystische 
Erweiterung der proximalen Tubuli beobachtet.  
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Ein weiteres Mausmodell wurde entwickelt, indem man die Exone 1 bis 3 durch ein LacZ-
Gen ersetzte [Williams et al., 2008]. Da dieses ein Stopcodon am Ende der LacZ-Kassette 
trägt, wird kein Polyduktin exprimiert. Ab einem Alter von 45 Tage, zeigten diese 
Pkhd1LacZ/LacZ-Mäuse Zystenentwicklung in den proximalen Tubuli, den Sammelrohren und 
den Glomeruli. Zudem entwickelten die Mäuse eine Leberfibrose und in manchen Fällen 
Zysten im Pankreas bzw. in der Harnblase. Interessanterweise wiesen die Mäuse eine 
erniedrigte Expression von Polycystin-1 und Polycystin-2 auf, was eine weiterer Hinweis 
dafür ist, dass Polyduktin, Polycystin-1 und -2 miteinander assoziiert sind. 
Kim et al. [2008] deletierten das 16. Exon des murinen Pkhd1-Gens und setzten im 15. Exon 
ein GFP-Reportergen ein. Die Pkhd1-/--Mäuse zeigten sowohl Zystenbildung in den Nieren als 
auch in der Leber, wobei der Leberphänotyp stärker ausgeprägt war und mit einer Fibrose 
einher ging. Im Pankreas waren die kleinen und großen Pankreasgänge erweitert. In manchen 
Mäusen manifestierte sich die Erkrankung bereits früh, während andere Mäuse über ein Jahr 
überlebten und späte Symptome zeigten. Homozygote Mäuse zeigten eine erniedrigte Zahl an 
Zilien in der Niere, außerdem waren die vorhandenen Zilien bedeutend kleiner als im 
Wildtyp. In den Mäusen war die Expression von Polycystin-2 erniedrigt. Kreuzung mit 
Pkd2+/--Mäuse ergab, dass die fehlende Polyduktinexpression einen stärkeren Phänotyp in den 
Pkd-Mäusen hervorrief. Fehlendes Polyduktin scheint die Kanalaktivität von Polycystin-2 zu 
inhibieren.  
Gallagher et al. [2008] deletierten das Exon 4 in Pkhd1, was zu einer Deletion von 66 Codons 
führte. Das exprimierte mutierte Polyduktin zeigt Expressionslevels von etwa 30 Prozent im 
Vergleich zu Wildtyp Polyduktin. Pkhd1del4/del4-Mäuse entwickeln eine Leberfibrose und 
bilden Zysten in der Leber. Trotz dieses Leberphänotyps scheint die Leberfunktion nicht 
beeinträchtigt zu sein. Weiterhin wurde gezeigt, dass es bei den Pkhd1del4/del4-Mäusen zu einer 
Erweiterung der Pankreasgänge kommt und etwa 10 Prozent der Mäuse Zysten im Pankreas 
entwickelten. Einen Nierenphänotyp entwickelten diese Mäuse bis zu einem Alter von zwölf 
Monaten nicht. 
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3.  Zielsetzung 
Trotz seiner kausalen Involvierung in ARPKD ist die biologische Funktion von Polyduktin 
bislang unbekannt. Eindeutige Homologien zu bekannten Proteinen bestehen nicht, so dass es 
bislang keine konkrete Vorstellung darüber gibt, wie Mutationen im PKHD1-Gen zur 
Entstehung der Nieren- und Leberpathologie führen. Im intrazellulären Bereich des Proteins 
sind potentielle Phosphorylierungsstellen vorhanden, die eine Rolle bei der intrazellulären 
Weiterleitung von Signalen spielen könnten. Dem C-Terminus kommt zudem noch eine 
besondere Bedeutung zu, da er durch proteolytische Spaltung freigesetzt wird und in den 
Nukleus transloziert [Kaimori et al., 2007; Hiesberger et al., 2006]. Diese Beobachtung ist ein 
Hinweis auf eine mögliche Beteiligung des C-Terminus an Signaltransduktionsprozessen. 
Dies wiederum legt die Vermutung nahe, dass der Polyduktin C-Terminus mit anderen 
Proteinen interagiert. Bislang konnte jedoch nur ein putativer Interaktionspartner von 
Polyduktin, CAML, identifiziert werden [Nagano et al., 2005]. 
Ziel dieser Arbeit ist es Interaktionspartner von Polyduktin zu identifizieren und somit einen 
Hinweis auf seine biologische Funktion zu erlangen. Hierzu sollte mit dem cytoplasmatischen 
Teil von Polyduktin ein Hefe-zwei-Hybrid Interaktions-Screen durchgeführt werden. 
Für die Durchführung einen Hefe-zwei-Hybrid-Screens stehen verschiedene Systeme zur 
Verfügung. Eines davon ist das „SOS recruitment system“. Dieses ist besonders für 
Membranproteine geeignet, da das Köderprotein membrangebunden ist. Wegen einer hohen 
Autoaktivierung des Polyduktin-C-Terminus in diesem System konnten keine potentiellen 
Interaktionspartner identifiziert werden. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass der C-
Terminus von Polyduktin seine Funktion erst entfaltet, nachdem er proteolytisch abgespalten 
und zum Nukleus transloziert ist, könnte ein System, bei dem die Interaktion im Nukleus 
abläuft, von Vorteil sein. Aus diesem Grund wurde das GAL4-System gewählt, welches auf 
dem S. cerevisea Transkriptionsfaktor GAL4 beruht. 
Nach Herstellung des Köderkonstrukts wurde ein Hefe-zwei-Hybrid-Screen mit einer 
humanen fötalen Nieren-cDNS-Bibliothek durchgeführt. Nach der Detektion potentieller 
Interaktionspartner sollten diese durch Sequenzierung und anschließenden 
Datenbankvergleich identifiziert werden und ihre Interaktion durch einen weiteren in vivo 
Test bestätigt werden. Es sollten zunächst die am interessantesten putativen 
Interaktionspartner genauer analysiert werden. Hierzu gehören das Eingrenzen der 
Interaktionsoberfläche durch Herstellung von Proteinmutanten, die Verifikation der 
Interaktion mittels GST-Proteininteraktionstudien und Untersuchungen an Gewebe von 
ARPKD-Patienten.
II. Material und Methoden 
II. Material und Methoden 
 
1.  Material 
 
1.1   Chemikalien 
Alle Chemikalien hatten den Reinheitsgrad p. A. 
 
2-Propanol Merck, Darmstadt 
3-(N-Morpholin)-Propansulfonsäure (MOPS)  Sigma-Aldrich, München 
5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-α-D-Galactopyranosid  
    (X-α-Gal) 
Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR) 
5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactopyranosid 
    (X-Gal)  
Roth, Karlsruhe 
Aceton Fluka, Neu-Ulm 
Acrylamid-Bisacrylamid-Fertiglösung 30 % Roth, Karlsruhe 
Agar Merck, Darmstadt 
Agarose Sigma-Aldrich, München 
Aluminiumkaliumsulfat (KAl(SO4)2 x 12 H2O) Merck, Darmstadt 
Aminosäure Zusatz -Leu Bio 101, La Jolla (USA) 
Aminosäure Zusatz -Trp Bio 101, La Jolla (USA) 
Aminosäure Zusatz -Leu-Trp Bio 101, La Jolla (USA) 
Aminosäure Zusatz -His-Leu-Trp Bio 101, La Jolla (USA) 
Aminosäure Zusatz -Ade-His-Leu-Trp Bio 101, La Jolla (USA) 
Ampicillin Roth, Karlsruhe 
Aquatex Merck, Darmstadt 
Beta-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 
Borsäure Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau Serva, Heidelberg 
Calciumchlorid (CaCl2) Merck, Darmstadt 
Chloralhydrat (C2H3Cl3O2) Merck, Darmstadt 
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe 
Chloroform Merck, Darmstadt 
Citronensäure (C6H8O7) Merck, Darmstadt 
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Complete mini (Protease-Inhibitoren-Cocktail) Roche, Penzberg 
Coomassie “SimplyBlue” Invitrogen, Karlsruhe 
“Dako REAL Antibody Diluent” Dako, Hamburg 
Desoxy-Nucleotidtriphosphat (dNTPs) GeneCraft, Köln 
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Merck, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, München 
Eosin Merck, Darmstadt 
Essigsäure (CH3COOH) Merck, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, München 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Fluka, Neu-Ulm 
Glutathione Sepharose 4B Amersham Bioscience, Freiburg 
Glycerol VWR, Darmstadt 
Glycin Sigma-Aldrich, München 
Hämatoxylin Fluka, Neu-Ulm 
Harnstof Merck, Darmstadt 
Hefe-Extrakt Merck, Darmstadt 
Hepes Serva, Heidelberg 
Hering-Hoden-DNS BD Bioscience, Heidelberg 
Isopropyl-1-thio-β-D-Galaktopyranosid (IPTG) Roth, Karlsruhe 
Kaliumacetat  (C2H3KO2) Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Kanamycin Roth, Karlsruhe 
Ligasepuffer (10x) New England Biolabs, Schwalbach 
Lithiumacetat (C2H3LiO2) Sigma-Aldrich, München 
Magermilchpulver Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
Minimalmedium (SD Base) Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR) 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 
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Natriumiodat (NaJO3) Merck, Darmstadt 
NP-40 (Igepal) Sigma-Aldrich, München 
N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRad Life Science, München 
N,N-Dimethylformamide Sigma-Aldrich, München 
Natriumacetat (NaOAc) Applied Biosystems, Warrington (UK) 
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt 
Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2 H2O) Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt 
Natronlauge (NaOH) 1 N und 5 N Merck, Darmstadt 
Oligodesoxynukleotide Sigma-Aldrich, München 
o-Nitrophenyl--D-Galactopyranosid (ONPG) Sigma-Aldrich, München 
Paraplast plus McCormick Scientific, St. Louis (USA) 
PBS-Tabletten Sigma-Aldrich, München 
PCR-Puffer (10x) und MgCl2-Lösung (50 mM) Invitrogen, Karlsruhe 
Pepton Merck, Darmstadt 
“Peroxidase-Blocking Solution”, Dako REAL Dako, Hamburg 
Pertex 3000 Medite, Burgdorf 
Phenol Roth, Karlsruhe 
Phenol/Chloroform Roth, Karlsruhe 
Polyethylenglycol (PEG) 3350 und 8000 Sigma-Aldrich, München 
Proteinladepuffer (Roti-Load) Roth, Karlsruhe 
Puffer für Restiktionsendonucleasen New England Biolabs, Schwalbach 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, München 
Salzsäure (HCl) 1 N und 4 N Fluka, Neu-Ulm 
„Shrimp alkaline phosphatase” (SAP) Puffer (10x) Roche, Mannheim 
Stickstoff flüssig Linde, Pullach 
Tissue Tek O.C.T. Compound Sakura, Heppenheim 
Tris-HCl Merck, Darmstadt 
Triton X 100 Merck, Darmstadt 
Tween 20 Sigma-Aldrich, München 
Trypton Merck, Darmstadt 
Xylol Merck, Darmstadt 
YPD Medium Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR) 
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1.2   Verbrauchsmaterialien 
96-Loch-Mikrotiterplatten Brand, Wertheim 
Blaukappenröhrchen, 15 ml und 50 ml Greiner Labortechnik, Solingen 
Dako Pen S2002 Dako, Hamburg 
Deckgläser Marienfeld, Lauda-Köningshofen 
Einbettkassetten NeoLab, Woburn (UK) 
Einmalspritzen 5 ml Omnifix B. Braun, Sheffield (UK) 
Glaskügelchen, Säure gewaschen  
(425-600 µm) 
Sigma-Aldrich, München 
Halbmikroküvetten Sarstedt, Nümbrecht 
Kapillarspalt-Objektträger Dako, Hamburg 
Mikrotom-Klingen A35 Feather, Osaka (JP) 
Objektträger Histobond Marienfeld, Lauda-Köningshofen 
Paraffinkassetten Tissue Tek uni cassette Sakura, Heppenheim 
Parafilm M Pechiney plastic packaging, Chicago (USA) 
Pasteurpipetten, Glas- Brand, Wertheim 
PCR-Reaktionsgefäße 200 µl Axygen Scientific, Union City (USA) 
Petrischalen 10 cm und 15 cm Greiner Labortechnik, Solingen 
Pipettenspitzen, 10 µl Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen, 100 und 1000 µl Greiner Labortechnik, Solingen 
Pipettenspitzen, Filter tip 10, 100, 1000 µl Axygen Scientific, Union City (USA) 
PVDF-Membran Millipore, Eschborn 
Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Röntgenfilme BioMax Light Film Kodak, Rochester (USA) 
Skalpelle, Einweg- Feather, Osaka (JP) 
Sterilfilter 0,2 µm Nalgene, Neerijse (BE) 
Whatmann # 5 Rundfilter Schleicher und Schuell, Dassel 
Whatmann 3 mm Filterpaper Schleicher und Schuell, Dassel 
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1.3   Kits 
BD Yeastmaker Yeast Transformation System 2 Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR) 
Big Dye Terminator v1.1 Cycle sequencing kit Applied Biosystems, Darmstadt 
Dako REAL Buffer Kit Dako, Hamburg 
Dako REAL Detection Systems  
    (LSAB+) HRP/AEC Mouse/Rabbit 
Dako, Hamburg 
ECL plus western blotting detection system GE Healthcare, Chalfont St. Giles (UK) 
Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3 Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR) 
Nucleobond Megakit BD Bioscience, Heidelberg 
Protein Assay BioRad Life Science, München 
Qiagen HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction kit Qiagen, Hilden 
TnT Quick Coupled Transcription/ 
    Translation Systems 
Promega, Mannheim 
TOPO TA Cloning Kit (pCRII-TOPO) Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
1.4   DNS-Größenstandards und Protein-Molekulargewichtsstandard 
1 kb Leiter Invitrogen, Karlsruhe 
100 bp Leiter Invitrogen, Karlsruhe 
SeeBlue Plus2 Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
1.5   Radiochemikalien 
L-[35S] Methionin 18,5 MBq (0,500 mCi) Hartmann Analytic, Braunschweig 
Amersham, Braunschweig 
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1.6   Plasmide 
Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind im Anhang dargestellt. 
 
pCRII-TOPO 
Plasmid für die direkte Klonierung von PCR-Produkten, welche mit einer DNS-Polymerase 
amplifiziert wurden, die einen A-Überhang synthetisierten. Enthält sowohl ein Ampicillin- als 
auch ein Kanamycinresistenzgen, einen T7- und einen SP6-Promotor und eine multiple 
Klonierungsstelle. (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
pCL1 
Das Plasmid enthält die cDNS für den GAL4-Transkriptionsfaktor unter Kontrolle des GAL1-
Promotors. „Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3“ (Clontech, St.-Germain-en-Laye 
(FR)) 
 
pGBKT7 
Expressionsplasmid, welches die cDNS, die für AS 1-147 des GAL4-Transkriptionsfaktors 
(DNS-Bindungsdomäne) und ein cMyc-Epitop kodiert, enthält sowie eine multiple 
Klonierungsstelle, ein Kanamycin-Resistenzgen und ein Tryptophangen. Expression steht 
unter Kontrolle des ADH1-Promotors. „Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3“ 
(Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR)) 
 
pGBKT7 53 
Enthält die cDNS für ein Fusionsprotein aus den Aminosäuren 1-147 des GAL4 
Transkriptionsfaktors (DNS-Bindungsdomäne) und den Aminosäuren 72-390 des murinen 
p53 unter Kontrolle des ADH1-Promotors. „Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3“ 
(Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR)) 
 
pGBKT7 Lam 
pGBKT7 Lam kodiert für ein Fusionsproteine aus der GAL4 DNS-Bindungsdomäne und die 
Aminosäuren 66-230 des humanen Lamin C-Proteins. Das Fusionsprotein steht unter 
Kontrolle des ADH1-Promotors. „Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3“ (Clontech, St.-
Germain-en-Laye (FR)) 
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pGADT7 
Expressionsplasmid, welches die cDNS für AS 768-881 des GAL4-Transkriptionsfaktors 
(Aktivierungsdomäne) und ein HA-Epitop enthält, das unter Kontrolle des ADH1-Promotors 
steht, sowie ein Ampicillin-Resistenzgen und ein Leucingen. Dieses Plasmid ist abgesehen 
von dem multiple Klonierungsstelle, identisch mit dem pACT2-Plasmid, in dem sich der 
cDNS-Bibliothek befindet. „Matchmaker GAL4 Two Hybrid System 3“ (Clontech, St.-
Germain-en-Laye (FR)) 
 
pGADT7 T 
Expressionsplasmid für ein Fusionsprotein aus der GAL4-Aktivierungsdomäne und den AS 
84-708 des SV40 “Large-T”-Antigen unter Kontrolle des ADH1-Promotors. „Matchmaker 
GAL4 Two Hybrid System 3“ (Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR)) 
 
pGEX-4T1- c-Term PKHD1 
Prokaryotisches Expressionsplasmid, welches die cDNS für einen Fusionsprotein aus 
Glutathion-S-Transferase und dem C-terminale Aminosäure 3880-4074 von humanem 
Polyduktin kodiert. Das Fusionsprotein steht unter Kontrolle des tac-Promotors. Dieses 
Plasmid wurde freundlicherweise von Frau Dr. J. Kirfel, Institut für Pathologie, 
Universitätskliniken Bonn, zur Verfügung gestellt. 
 
pDNR-UMOD 
Dieses Plasmid enthält die komplette humane cDNS von UMOD, flankiert von LoxP-
Sequenzen, sowie einen T7-Polymerase-Promotor, ein Chloramphenicol-Resistenzgen, und 
das Sucrasegen aus B. subtilis. RZPD Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung 
GmbH (Berlin), Klon: IRAUp969G0689D6 
 
pCMV-C7 
Dieses Plasmid enthält die komplette humane cDNS des Komplement Komponent-7 (C7) im 
pCMV-SPORT6-Plasmid und steht somit unter Kontrolle des CMV-Promotors. RZPD 
Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH (Berlin), Klon: 
IRATp970E0794D6 
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pCRII-OFD1 
Die komplette humane cDNS von OFD1 befindet sich in dem Plasmid pCR-BluntII-TOPO. 
Zusätzlich besitzt das Plasmid Resistenzgene für Kanamycin und Ampicillin. RZPD 
Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH (Berlin), Klon: 
IRAMp995O172Q2 
 
pBSR-NPR1 
Dieses Plasmid enthält die komplette humane cDNS von NPR1. Es wurde in das Plasmid 
pBluescriptR einkloniert. RZPD Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH 
(Berlin), Klon: IRAKp961A12133Q2 
 
pCMX-PL2 [Umesono et al., 1991] 
Eukaryontisches Expressionsplasmid, welches einen CMV- und T7-Promotor enthält. 
Freundlicherweise von Frau Dr. J. Kirfel, Institut für Pathologie, Universitätskliniken Bonn 
zur Verfügung gestellt. 
 
pCMX-Flag 
pCMX-Vektor, welcher ein Flag-Epitop enthält. Von Frau Dr. J. Kirfel, Institut für 
Pathologie, Universitätskliniken Bonn, freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
 
pGEX-4T2 
Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Frau Dr. U. Schepers, Kekulé-Institut für 
Organische Chemie und Biochemie der Universität Bonn, zur Verfügung gestellt. Es enthält 
die Glutathion-S-Transferase cDNS gefolgt von einer multiplen Klonierungsstelle. Das 
Plasmid steht unter Kontrolle des tac-Promotors. 
 
 
1.7   Verwendete Organismen und cDNS-Bibliothek 
 
1.7.1   E. coli-Stämme 
TOP10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara-leu)7697 galU galK rspL (StrR) endA1 nupG 
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BNN132 endA1, gyr96, hsdR17, supE44, relA1, Δ(lac-proAB) (F' traD36 proA+ 
proB+ lacIq Δ(lacZ)M15) ΛKC(kan-cre) 
Bl21pLysS F- ompT hsdSb (rb-mb-) gal dcm (DE3) pLysS (Camr) 
Origami Δ(ara-leu) 7697 ΔLacX74 ΔPhoA PvuII PhoR araD 139 ahpC galE galK 
rpsL F´[lac+lacIq) pro] gor522 : : Tn10 trxB  ( Kanr, Strr, Tetr)4 
Rosetta gami Δ(ara-leu) 7697 ΔLacX74 ΔPhoA PvuII PhoR araD 139 ahpC galE galK 
rpsL F´(lac+lacIqpro) gor522 : : Tn10 trxB pRARA2 (Camr, Kanr, Strr, Tetr)4 
 
 
1.7.2   S. cerevisae-Stamm 
AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ,  
LYS2 : : GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2,  
URA3 : : MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 
 
 
1.7.3   cDNS-Bibliothek 
Zur Durchführung des Hefe-zwei-Hybrid-Screens wurde eine humane fötale Nieren cDNS-
Bibliothek der Firma Clontech (St.-Germain-en-Laye (FR)) verwendet. Dafür wurde die 
Gesamt-RNS aus Nieren von männlichen und weiblichen kaukasischen Föten im Alter 
zwischen 21 bis 30 Wochen verwendet.  
Die cDNS-Fragmente wurden über XhoI/EcoRI in ein pACT2-Plasmid kloniert. Die 
durchschnittliche Länge der Fragmente beträgt 1,9 kb. Die Bibliothek besteht aus 3,5 x 106 
unabhängigen Klonen. 
 
 
1.8   Enzyme 
Restriktionsendonucleasen New England Biolabs, Schwalbach 
RNase A Sigma-Aldrich, München 
“Shrimp alkaline phosphatase” (SAP) Roche, Mannheim 
T4-Ligase New England Biolabs, Schwalbach 
Taq DNS Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 
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1.9   Oligonukleotide 
Synthetische Desoxynukleotide stammen von der Firma Sigma-Aldrich, München 
 
 
1.9.1   Oligonukleotide zur Klonierung des C-Terminus von Polyduktin 
PKHD1-c-for 5´-TGCCGAATTCTGGCTTAAAAGAAGCAAAAGCAGA-3´ 
PKHD1-c-rev 5´-CGTAGGATCCTCACAGTTGCTCCTGAATAGTTTG-3´ 
 
 
1.9.2 Oligonukleotide zur Amplifizierung von cDNS-Fragmenten aus der 
Bibliothek 
5´AD LD Insert 5´-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3´ 
3´AD LD Insert 5´-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT-3´ 
 
 
1.9.3 Oligonukleotide zur Klonierung der OFD1-Mutanten und der voll-
ständigen cDNS 
OFD1 ApaI 1 for 5´-GTTGGGCCCTTATGATGGCGCAGTCCAACATG-3´ 
OFD1 AS 560 for 5´-CCGAATTCGGAATCCAAAGCAGTCTGTGATCG-3´ 
OFD1 AS 705 for 5´-CCGAATTCGGGGCACACTTGAAGAAAGGAATG-3´ 
OFD1 AS 797 for 5´-CCGAATTCGGCTTTATCGAAGACAAACTGAACTT-3´ 
OFD1 AS 956 rev 5´-GGTTAATTAAATTTTCACTGTGAGCAGATTTGTC-3´ 
OFD1 AS 1012 rev 5´-GGTTAATTAACCAAGAGTCGTCTAGTTCTTCA-3´ 
 
 
1.9.4   Oligonukleotide zur Klonierung der NPR1-Mutanten 
NPR1 AS 705 for 5´-CCGAATTCGGGAGCTCCTGCGAATGGCTT-3´ 
NPR1 AS 763 for 5´-CCGAATTCGGTTCCGGCCCTCCCTGGCC-3´ 
NPR1 AS 985 for 5´-CCGAATTCGGGTGGGACTGAAGATGCCCCG-3´ 
NPR1 AS 1010 rev 5´-GGCTCGAGTTCCCCATTAGACTCCATTCTTG-3´ 
NPR1 AS 1061 rev 5´-GGCTCGAGGCCTCGGGTGCTACTCCCC-3´ 
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1.9.5 Oligonukleotide zur Klonierung der C7-Mutante und der vollständigen 
cDNS 
C7 AS 1 for 5´-CGGTTAATTAAGATGAAGGTGATAAGCTTATTCATTT-3´
C7 AS 335 for 5´-CGGTTAATTAAGAAGAAATGTAAATCCTCAGGTTGG-3´ 
C7 AS 843 rev 5´-GGCTCGAGCTACTGGGTTTCCGCAGCAC-3´ 
 
 
1.9.6  Oligonukleotide zur Klonierung der Uromodulin-Mutanten und der voll-
ständigen cDNS 
UMOD AS 1 for 5´-CCGAATTCGGATGGGGCAGCCATCTCTGAC-3´ 
UMOD AS 158 for 5´-CCGAATTCGGGGGTTGGACTGCGTGCCCG-3´ 
UMOD AS 298 for 5´-CCGAATTCGGGAGGAGTGCAGTATAGACGAG-3´ 
UMOD AS 419 for 5´-CCGAATTCGGATCAAAATCAACTTTGCATGCTCC-3´ 
UMOD AS 444 rev 5´-GGCTCGAGACTGACCATTGGCTGTAGGGC-3´ 
UMOD AS 557 rev 5´-GGCTCGAGTCCAGCAAACCGGAACATCTG-3´ 
UMOD AS 640 rev 5´-GGCTCGAGCTGAAAAGTCAGGGTCAAGGTG-3´ 
 
 
1.9.7 Oligonukleotide zur Einführung von Restriktionsstellen und des Myc-
Epitops 
EcoRI-PacI-XhoI for 5´-AATTCTTAATTAAC-3´ 
EcoRI-PacI-XhoI rev 5´-TCGAGTTAATTAAG-3´ 
EcoRI-PacI-XhoI if for 5´-AATTCGGTTAATTAAC-3´ 
EcoRI-PacI-XhoI if rev 5´-TCGAGTTAATTAACCG-3´ 
EcoRI-ApaI-PacI for 5´-AATTCGGGCCCTGTTAAT-3´ 
EcoRI-ApaI-PacI rev 5´-TAACAGGGCCCG-3´ 
cMyc-EcoRI-XhoI-
BamHI for 
5´-CCCACCATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATC 
TGGGAATTCCTCGAGG-3´ 
cMyc-EcoRI-XhoI-
BamHI rev 
5´-GATCCCTCGAGGAATTCCCAGATCCTCTTCTGAGATGA 
GTTTTTGTTCCATGGTGGGGTAC-3´ 
MycPac for 5´-AATTCGCTTAATTAAC-3´ 
MycPac rev 5´-TCGAGTTAATTAAGCG-3´ 
II. Material und Methoden 
1.9.8   Oligonukleotide zur Sequenzierung 
SP6 5´-ATTTAGGTGACACTATAG-3´ 
T7 5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´ 
5´ DNA-BD 5´-TCATCGGAAGAGAGTAG-3´ 
3´ DNA-BD 5´-GTCACTTTAAAATTTGTATAC-3´ 
5´ AD LD Insert 5´-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3´ 
3´ AD LD Insert 5´-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT-3´ 
pACT2 for 5´-TACCCATACGATGTTCCAGATTACG-3´ 
pACT2 rev 5´-TCAGTATCTACGATTCATAGATCTC-3´ 
8-28 for1 5´-AGGGTCAGAGGGCAAAGGG-3´ 
16-50 for1 5´-CGCCTCCCAAGTTCCCCTTC-3´ 
11-23 for1 5´-GGAGAAACTGCAGAATTCAAGAT-3´ 
11-23 for2 5´-GGAAGTGAACGGCAAGGAGC-3´ 
UMOD 421 for 5´-TTCCGCCTGTCGCCCGGT-3´ 
UMOD 1741 for 5´-GTGGAGAATGGGGAGTCCTC-3´ 
UMOD AS 158 for 5´-CCGAATTCGGGGGTTGGACTGCGTGCCCG-3´ 
UMOD AS 298 for 5´-CCGAATTCGGGAGGAGTGCAGTATAGACGAG-3´ 
UMOD AS 419 for 5´-CCGAATTCGGATCAAAATCAACTTTGCATGCTCC-3´ 
CMX3 5´-CCAATTATGTCACACCA-3´ 
CMX5 5´-CCCACTGCTTAACTGGC-3´ 
GST for 5´-CCCATCCTGACTTCATGTTGTA-3´ 
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1.10   Antikörper 
 
1.10.1   Primäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Anwendung Hersteller 
Polyklonaler anti-GAL4 DBD 
aus Kaninchen (SC-577) 
Hefe 1:1000 Western Blot Santa Cruz,  
Heidelberg 
Monoklonaler anti-Uromodu-
lin aus Maus (CL1032A) 
Human 1:1000 
1:3000 
Immunohistologie Cederlane 
Laboratories
Burlington  
Monoklonaler anti-
Cytokeratine (hoch mole-
kulare) aus Maus (34βE12) 
Human 1:10 Immunohistologie Dako, 
Hamburg 
Monoklonaler anti-EMA 
(epithelial membrane antigen) 
aus Maus (E29) 
Human 1:600 Immunohistologie Dako, 
Hamburg 
Monoklonaler anti-Polyduktin 
aus Maus (3G12) 
Human 1:500 Immunohistologie * 
* Dieser Antikörper wurde freundlicherweise von Herr G. Wu (Vanderbilt Universität, 
Nashville USA) zur Verfügung gestellt. 
 
 
1.10.2   Sekundäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Anwendung Hersteller 
Meerrettich-Peroxidase- 
konjugiert aus Ziege 
Kaninchen 1:1000 
 
Western Blot Pierce, 
Rockford 
(USA) 
Dako REAL Biotin-
konjugiert 
Maus Fertiglösung Immunohistologie Dako, 
Hamburg 
Dako Cytomation 
EnVision Polymer-HRP-
konjugiert 
Maus Fertiglösung Immunohistologie Dako, 
Hamburg 
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1.11   Geräte 
Agarose-Gelelektro- 
    phoresesysteme 
40-1214 
B1 
PeqLab Biotechnologie, Erlangen 
PeqLab Biotechnologie, Erlangen 
Bakterien-/Hefenschüttler Innova 4000 New Brunswick Scientific, 
Nürtingen 
Kamera Digitalkamera KY-F70B JVC, London (UK) 
Einbettautomat Tissue Tek VIP Miles Scientific, Niantic (USA) 
ELISA-Lesegerät ELX 800 Bio-Tek Instruments, Bad 
Friedrichshall 
Entwickler X-O-Mat 1000 processor Kodak, Rochester (USA) 
Expositionskassetten X-Ray Cassette IEC 60406 Rego X-Ray, Augsburg 
Feinwaage BP211S Sartorius, Göttingen 
Geltrockner 583 Gel dryer BioRad Life Science, München 
 Slab gel dryer SE 1160 Hoefer scientific instruments, 
Holliston (USA) 
Gießstation Tissue Tek III Miles Scientific, Niantic (USA) 
Horizontalschüttler KS 125 basic Kika Labortechnik, Staufen 
Immunostainer TechMate 500 plus Dako, Hamburg 
Inkubator  Memmert, Schwabach 
 B5060 E Heraeus, Hanau 
 T6060 Heraeus, Hanau 
Kryostat CM 1900 Leica, Nussloch 
Laborwecker TR 118 Oregon scientific, Portland (USA) 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph, Schwabach 
Mikroskope Axioskop 50 Zeiss, Göttingen 
 020.519.011.DM LB 100S Leica, Nussloch 
Mikrotom CP 60 Microm, Walldorf 
 Grundschnittmicrotom Leica, Nussloch 
Mikrowelle NN 5256 Panasonic, Hamburg 
  Siemens, München 
Nass-Blot System Mini Trans-Blot Electro-
phoretic Transfer Cell 
BioRad Life Science, München 
Netzgerät Consort EV 243 PeqLab Biotechnologie, Erlangen 
 ebq 100 isolated-L Leistungselectronic, Jena 
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pH-Meter/-Elektrode Blueline pH 12 Schott, Mainz 
Photometer RS 232 C Eppendorf, Hamburg 
Pipetten Research 10, 100, 1000 µl Eppendorf, Hamburg 
 20, 200 µl Gilson, Middleton (USA) 
 Handy Step Brand, Wertheim 
Pipettierhilfen Pipetus akku Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt 
Reinstwassersystem Elix 5 Millipore, Schwalbach 
Schnellmixer  Vortex-Genie 2 Scientific industries, New York 
(USA) 
SDS-PAGE System Mini PROTEAN Tetra Cell BioRad Life Science, München 
Sequenzierer ABI Prism 310 Genetic 
Analyzer 
Applied Biosystems, Darmstadt 
Taumelrollenschüttler RM5-V  
Thermocycler Peltier Thermalcycler 200 Biozym, Oldendorf 
Thermoschüttler Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 
Ultraschallprozessor UP 100 M Dr. Hielscher, Teltow 
Ultraturrax T8 Kika Labortechnik, Staufen 
UV-System/Kamera Intas UV-Systeme/ 
Mitsubishi P91 
Intas, Göttingen 
Waage CP 3202 P Sartorius, Göttingen 
 DA AI 300 Sartorius, Göttingen 
Wasserbad GFL 1083 Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 
 GFL 1052 Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 
Zentrifugen Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 
 Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg 
 J2Mc Beckman Coulter, Krefeld 
 Laborzentrifuge 3K10 Sigma-Aldrich, München 
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1.12   Lösungen, Medien und Puffer 
Zur Herstellung von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 1,5 % Agar zugegeben. Der 
pH-Wert wurde, wenn nicht anders beschrieben, mit HCl bzw. NaOH eingestellt. Alle 
Lösungen wurden mit H2Odd angesetzt, soweit nicht anderes angegeben. 
 
 
1.12.1   Bakterienmedien und Lösungen 
5 x Luria-Bertani (LB)-Medium 50 g Pepton; 25 g NaCl; 25 g Hefeextrakt; 
add 1 L H2O; autoklavieren 
Terrific Broth (TB)-Medium 12 g Trypton; 24 g Hefeextrakt; 4 ml 
Glycerol; add 1 L H2O; autoklavieren 
+ 100 ml sterile Kaliumphosphat Salze 
Kaliumphosphat Salze für TB-Medium 0,17 M KH2PO4; 0,72 M K2HPO4; 
autoklavieren 
Ampicillin-Stammlösung 100 mg Ampicillin in 1 ml H2O 
Kanamycin-Stammlösung 30 mg Kanamycin in 1 ml H2O 
Chloramphenicol-Stammlösung 34 mg Chloramphenicol in 1 ml Ethanol 
 
 
1.12.2   Hefemedien und Lösungen 
Die Basismedien für der Anzucht von S. cerevisae wurden als Fertigmedien von Clontech 
(St.-Germain-en-Laye (Fr)) bezogen. Die Aminosäurezusätze wurden von der Firma Bio101 
(La Jolla, USA) bezogen. Die Medien wurden nach Herstellerangaben angesetzt. 
 
10 x TE 0,1 M Tris-HCl; 10 mM EDTA; pH 7,5; 
autoklavieren 
1,1 x TE/LiAc 1,1 ml 1 M Stammlösung LiAc; 1,1 ml 10 x 
TE-Puffer; add H2O 10 ml 
PEG/LiAc 8 ml 50 % PEG 3350; 1 ml 10 x TE-Puffer; 1 
ml 1 M LiAc 
Z-Puffer 10,78 g Na2HPO4; 5,5 g NaH2PO4 x 1 H2O; 
0,75 g KCl; 0,246 g MgSO4 x 7 H2O; add 1 L 
H2O; pH 7,0; autoklavieren 
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Z-Puffer mit β-Mercaptoethanol 0,27 % β-Mercaptoethanol in Z-Puffer 
ONPG-Lösung 4 mg ONPG; 1 ml Z-Puffer; pH 7,0 
Z-Puffer 10,78 g Na2HPO4; 5,5 g NaH2PO4 x 1 H2O; 
0,75 g KCl; 0,246 g MgSO4 x 7 H2O; add 1 L 
H2O; pH 7,0; autoklavieren 
X-Gal-Stammlösung 20 mg X-Gal; 1 ml DMF 
Z-Puffer mit X-Gal 0,27 % β-Mercaptoethanol; 1,67 ml X-Gal 
Stammlösung; add 100 ml Z-Puffer 
Lyse-Puffer 8 M Harnstof; 5 % SDS; 40 mM Tris-HCl 
(pH 6,8); 0,1 mM EDTA; 40 % 
Bromphenolblau 
Kompletter Lyse-Puffer 1 ml Lyse-Puffer; 10 µl β-Mercaptoethanol; 
100 µl Protease Inhibitor Cocktail 
 
 
1.12.3   Lösungen zur Isolierung, Reinigung und Analyse von DNS 
Lösung 1 (DNS-Minipräparation) 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 10 mM EDTA; 
100 µg/ml RNase A 
Lösung 2 (DNS-Minipräparation) 200 mM NaOH; 1 % SDS 
Lösung 3 (DNS-Minipräparation) 3 M KAc; 5 M CH3COOH  
Qiagen-Puffer P1 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 10 mM EDTA; 
100 µg/ml RNase A 
Qiagen-Puffer P2 200 mM NaOH; 1 % SDS 
Qiagen-Puffer P3 3,0 M KAc; pH 5,5 
Qiagen-Puffer QBT 750 mM NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15 % 
Isopropanol; 0,15 % Triton 
Qiagen-Puffer QC 1 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15 % 
Isopropanol 
Qiagen-Puffer QF 1,25 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl (pH 8,5); 
15 % Isopropanol 
Ethidiumbromid-Stammlösung 10 mg Ethidiumbromid/ml 
5 x TBE 445 mM Tris; 445 mM Borsäure; 20 mM 
EDTA; pH 8,4 
 41
II. Material und Methoden 
50 x TAE 2 M Tris; 1 M NaOAc; 50 mM EDTA 
10 x Ladepuffer 49 % Glycerol; 49 % H2O; 2 % 50 x TAE; 1 
Spatelspitze Bromphenolblau 
PEG-Lösung 52,4 g PEG 8000; 40 ml 3 M NaOAc (pH 
5,2); 1,32 ml 1 M MgCl2; add 200 ml H2O 
 
 
1.12.4   SDS-Page und Immunoblotting 
Lämmli-Laufpuffer 25 mM Tris-HCl; 250 mM Glycin; 0,1 % 
SDS 
Transferlösung 25 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin; 20 % 
Methanol 
Blocklösung 5 % Magermilchpulver; 0,1 % Tween 20 in 
PBS 
 
 
1.12.5   GST-Proteininteraktionsstudien 
Zelllysepuffer 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 250 mM NaCl; 1 
% Triton; 1 mM DTT; 1 Tablette “Complete” 
(Protease Inhibitor Cocktail); add 100 ml 
H2O 
Interaktionspuffer 20 mM Hepes (pH 7,4); 50 mM KCl; 10 % 
Glycerol; 0,2 mM EDTA (pH 8,0); 10 mM 
DTT; 0,15 % NP40 
 
 
1.12.6   Lösungen für die Immunohistologie 
Citratpuffer  189,09 mg C6H8O7 (Citronensäure); 1,21 g 
C6H5Na3O7 x 2 H2O (Natriumcitrat-
Dihydrat); add 500 ml H2O; pH 6,0 
Tris-Puffer 60,57 g Tris-HCl; add 500 ml H2O; + 430 ml 
1 N HCl; pH 7,4-7,6 
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Hämalaun nach Mayer 1 g Hämatoxylin; 0,2 g NaJO3; 50 g 
KAl(SO4)2 x 12 H2O; 50 g C2H3Cl3O2; 1 g 
C6H8O7; add 1 L H2O 
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2.  Methoden 
 
2.1   Molekularbiologische Methoden 
 
2.1.1   Herstellung und Transformation kompetenter Zellen 
 
2.1.1.1   Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
Die Herstellung der kompetenten E. coli Zellen erfolgte nach der CaCl2-Methode [Nishimura 
et al., 1990]. Auf einer LB-Agarplatte wurde einen Verdünnungsausstrich des E. coli-Stamms 
aufgebracht und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit einer Einzelkolonie wurden 50 ml 
Vorkultur inokuliert, welche bei 37 °C und 200 upm über Nacht herangezogen wurde. 1 ml 
der Vorkultur wurde in 100 ml LB-Medium überführt und bis zur Erreichen der 
logarithmischen Wachstumsphase (OD600 0,3) kultiviert. Anschließend wurden die Zellen für 
5 min bei 4 °C und 4.500 g sedimentiert und in 50 ml 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert. 
Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf Eis wurden die Zellen unter den gleichen 
Bedingungen erneut sedimentiert und in 10 ml eiskalter 50 mM CaCl2-Lösung mit 15 % 
Glycerol resuspendiert. Aliquots der so erhaltenen kompetenten Zellen wurden in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bei –80 °C gelagert. 
 
2.1.1.2   Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
Zur Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Unmittelbar nach dem 
Auftauen wurde Plasmid-DNS zugegeben. Die Ansätze wurden gründlich gemischt und 30 
min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einem Hitzeschock bei 42 °C für 30 s 
unterzogen. Sofort nach dem Hitzeschock wurden die Zellen 1 min auf Eis inkubiert. Nach 
Zugabe von 500 µl LB-Medium wurden die Zellen 1 h bei 37 °C und 700 upm im 
Thermoschüttler geschüttelt. Im Anschluss wurden geeignete Mengen auf LB-Agarplatten mit 
Hilfe eines Drigalskispatels ausplattiert. Die Agarplatten enthielten ein für die Selektion 
geeignetes Antibiotikum. 
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2.1.1.3   Herstellung kompetenter S. cerevisae-Zellen 
Für die Herstellung kompetenter S. cerevisae-Zellen wurde das „BD Yeastmaker™ Yeast 
Transformation System 2“ von Clontech (St.-Germain-en-Laye (FR)) verwendet. Dieses 
beruht auf der Lithiumacetatmethode [Ito et al., 1983]. Die Dürchführung erfolgte nach 
Anleitung des Herstellers mit geringfügigen Änderungen. 
Zunächst wurde von dem S. cerevisae Stamm AH109 ein Verdünnungsausstrich auf eine 
YPDA-Agarplatte vorgenommen. Nach dreitägiger Inkubation bei 30 °C wurde eine 
Einzelkolonie verwendet, um 100 ml YPDA-Medium anzuimpfen. Diese Vorkultur wurde 
über Nacht bei 30 °C und 200 upm inkubiert. Am nächsten Tag wurden 100 ml YPDA mit 
einem Teil der Vorkultur angeimpft, damit eine Ausgangs-OD600 von 0,15-0,3 entstand. Die 
Kultur wurde bei 30 °C und 200 upm bis zu einer OD600 von 0,4-0,5 herangezogen. 
Anschließend wurde 5 min bei 2.500 upm zentrifugiert (Beckmann Coulter J2Mc Zentrifuge). 
Das Sediment wurde mit 60 ml sterilem Wasser gewaschen und unter den gleichen 
Bedingungen erneut zentrifugiert. 
Die Zellen wurden in 3 ml 1,1 x TE/LiAc resuspendiert und auf zwei 1,5 ml-Reaktionsgefäße 
verteilt. Nach einminütiger Zentrifugation bei 13.000 upm in einer Tischzentrifuge wurde das 
Sediment in 600 µl 1,1 x TE/LiAc pro Reaktionsgefäß resuspendiert. Für jede Transformation 
wurden frische kompetente Zellen hergestellt. 
 
2.1.1.4   Transformation kompetenter S. cerevisae-Zellen 
Für die Transformation wurde das „BD Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2“ von 
Clontech (St.-Germain-en-Laye (FR)) verwendet.  
 
Transformation einzelner Ansätze 
Für Transformationen im kleinen Maßstab, wurde in vorgekühlte 1,5 ml-Reaktionsgefäße die 
zu transformierende DNS (1- 1,5 µg) vorgelegt. 5 µl denaturierte Hering-Hoden-DNS und 50 
µl der kompetenten S. cerevisae-Zellen wurden zu jedem Ansatz zugesetzt. Der Ansatz wurde 
vorsichtig vermischt und anschließend mit 500 µl PEG/LiAc versetzt. Die Lösungen wurden 
gut vermischt und anschließend 30 min bei 30 °C in einem Thermoschüttler inkubiert. Alle 10 
min wurden die Zellen erneut gut aufgeschüttelt. Nach Zugabe von 20 µl DMSO wurde ein 
Hitzeschock bei 42 °C für 15 min vorgenommen. Die Zellen wurden alle 5 min vorsichtig 
gemischt. Im Anschluss wurden die Zellen 1 min bei 13.000 upm in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert, in 100 µl TE resuspendiert, und auf geeigneten Agarplatten ausplattiert. 
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Transformation der cDNS-Bibliothek 
In ein vorgekühltes 15 ml Blaukappenröhrchen wurden 500 µg der Bibliothek-DNS und 1 mg 
des Plasmids pGBK-hcTerm vorgelegt. Zu diesem Ansatz wurden 20 µl denaturierte Hering-
Hoden-DNS und 600 µl kompetente S. cerevisae-Zellen zugesetzt. Nach vorsichtigem 
Mischen wurde 2,5 ml PEG/LiAc-Lösung zugesetzt. Diese Mischung wurde 45 min bei 30 °C 
inkubiert. Alle 15 min wurden die Zellen gemischt. Nach Zugabe von 160 µl DMSO erfolgte 
ein Hitzeschock bei 42 °C für 20 min. Alle 10 min wurden die Zellen vorsichtig gemischt. 
Durch Zentrifugation bei 2.500 upm für 5 min in einer Beckmann Coulter J2Mc-Zentrifuge 
wurden die Zellen sedimentiert und konnten anschließend in 3 ml YPD Plus Medium 
(Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR)) resuspendiert werden. In diesem Medium wurden die 
Zellen 90 min bei 30 °C und 200 upm inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation unter 
den gleichen Bedingungen wurden die Zellen in 15 ml 0,9 % NaCl-Lösung resuspendiert. Pro 
15 cm Agarplatte wurden 150 µl diese Zellsuspension ausplattiert. 
 
 
2.1.2   Isolierung, Reinigung und Detektion von Nukleinsäuren 
 
2.1.2.1   Isolierung von Plasmid-DNS im analytischen Maßstab aus E. coli 
Die Isolierung wurde nach der Methode der alkalische Lyse [Birnboim und Doly, 1979] 
durchgeführt. Über Nacht wurde hierzu ein einzelner Klon in 2,5 ml LB-Medium mit einem 
geeigneten Antibiotikum bei 37 °C und 200 upm kultiviert. 1,5 ml dieser Kultur wurden in ein 
Reaktionsgefäß überführt und bei Raumtemperatur (RT) und 8.000 upm für 1 min in einer 
Tischzentrifuge sedimentiert. Das Sediment wurde anschließend in 300 µl Lösung 1 (mit 100 
µg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von 300 µl Lösung 2 wurde das Reaktionsgefäß 
mehrmals invertiert. Der Ansatz wurde mit Lösung 3 versetzt und erneut mehrmals invertiert. 
Das Zelllysat wurde daraufhin 10 min bei 13.000 upm zentrifugiert. Der klare Überstand 
wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und zur Präzipitation der DNS mit 2/3 
Volumen Isopropanol versetzt. Nach zehnminütiger Zentrifigation bei 13.000 upm wurde der 
Überstand restlos entfernt und die DNS mit 500 µl 70 %-igem Ethanol gewaschen. Die 
präzipitierte DNS wurde luftgetrocknet und anschließend in 50 µl destilliertem Wasser 
aufgenommen. 
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2.1.2.2   Isolierung von Plasmid-DNS im präparativem Maßstab aus E. coli 
Zur Gewinnung großer Mengen hochreiner Plasmid-DNS wurde das „HiSpeed Plasmid Maxi 
Kit“ der Firma Qiagen (Hilden) verwendet.  
150 ml LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum wurde mit einem einzelnen Klon 
angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 upm inkubiert. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugation bei 5.000 upm für 10 min in einer Beckmann Coulter J2Mc-Zentrifuge 
sedimentiert und anschließend in 10 ml Qiagen-Puffer 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 10 
ml Qiagen-Puffer 2 wurde 5 min inkubiert, um eine alkalische Lyse der Bakterienzellen zu 
ermöglichen. Anschließend wurden 10 ml eiskalter Qiagen-Puffer 3 zur Neutralisierung 
zugesetzt. Diese Mischung wurde direkt im Anschluss auf den Qiafilter gegeben.  
Nach zehnminütiger Inkubation wurde der Ansatz durch den Qiafilter auf eine zuvor mit 10 
ml Qiagen-Puffer equilibrierte Säule gedrückt. Nachdem die komplette Flüssigkeit durch die 
Säule getropft war, wurde die Säule mit 60 ml Qiagen-Waschpuffer QC gewaschen. Durch 
Zugabe von 15 ml Qiagen-Elutionspuffer QF wurde die DNS eluiert, und mit 10 ml 
Isopropanol gefällt.  
Die DNS-Isopropanol-Mischung wurde mittels einer Spritze durch den Qiaprecipitator 
gedrückt. Anschließend wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und Luft durch den 
Qiaprecipitator gedrückt, um eventuelle Ethanol Reste zu entfernen. Mit Hilfe einer weiteren 
Spritze wurde die DNS mit Wasser aus dem Qiaprecipitator eluiert. 
 
2.1.2.3   Isolierung von Plasmid-DNS im analytischen Maßstab aus S. cerevisae 
Für die Isolierung von Plasmiden aus S. cerevisae wurde das „Qiaprep Spin Miniprep Kit“ 
von Qiagen verwendet nach einem von M. Jones (Chugai Institute for molecular medicine, 
Ibaraki, JP) entwickelten Protokoll.  
5 ml eines geeigneten Selektionsmediums wurden mit einem einzelnen Klon angeimpft und 
über Nacht bei 30 °C und 200 upm inkubiert. Diese Kultur wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefäße 
überführt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 5000 g wurden die Zellen in 250 µl Qiagen-
Puffer 1 resuspendiert. 100 µl säuregewaschene Glasperlen wurden hinzugegeben, und 
anschließend wurde 5 min gründlich gemischt. Nach einer kurzen Inkubation, damit die 
Glasperlen sedimentierten, wurde der Überstand in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
überführt und 250 µl Qiagen-Puffer 2 zugegeben. Der Ansatz wurde mehrmals invertiert und 
anschließend für 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 350 µl Qiagen-Puffer 3 wurde 
erneut mehrmals invertiert. Das Lysat wurde 10 min bei 13.000 upm zentrifugiert und der 
Überstand auf eine „Qiaprep Spin Column“ geladen. Im Anschluss wurde 1 min bei 13.000 
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upm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Mit 750 µl Qiagen-Puffer PE wurde die 
Säule gewaschen. Eine erneute Zentrifugation bei 13.000 upm für 1 min erfolgte, und der 
Durchfluss wurde wiederum verworfen. Um eventuelle Reste des Waschpuffers zu entfernen, 
wurde die Säule nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nachdem die Säule auf 
einem frischen 1,5 ml-Reaktionsgefäß platziert wurde, wurde die Plasmid-DNS mit 25 µl 
sterilem Wasser eluiert. 
 
2.1.2.4   Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Zur Überprüfung der Quantität, sowie der Qualität der gewonnenen DNS-Lösungen wurde 
einen photometrische Messung vorgenommen. Die Messung erfolgte in Quartzküvetten. Die 
Absorption wurde bei 260 sowie 280 nm gemessen. Das DNS-Absorptionsmaximum liegt bei 
260 nm, und daher erlaubt eine Messung bei dieser Wellenlänge eine Berechnung der 
Nukleinsäuren-Konzentration. Geht man von einem mittleren Absorptionskoeffizienten für 
die verschiedenen Nukleotide aus, bekommt man, unter Berücksichtigung des Lambert-
Beer`schen Gesetzes, folgende Umrechnungsfaktoren: 
 
1 Absorptionseinheit bei 260 nm  50 µg/ml dsDNS bzw.  33 µg/ml ssDNS 
 
Durch eine Messung bei 280 nm kann der Gehalt an Proteinen in der Probe erfasst werden. 
Somit ist der Quotient 260/280 ein Maß für die Reinheit der Probe. Bei einer reinen DNS-
Lösung liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2,0. 
 
2.1.2.5   Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten verschiedener Größe, oder zur Bestimmung der 
Größe einzelner Fragmente, wurden horizontale Agarose-Gele verwendet. In Abhängigkeit 
der Größe der Fragmenten wurden 0,7-2 %-ige Agarosegele angesetzt. Als Laufpuffer wurde 
TAE oder TBE gewählt.  
Zu dem Agarose-Gel wurde Ethidiumbromid (200 ng/ml Endkonzentration) zugesetzt. Somit 
ist es möglich, die DNS mittels UV-Licht (254 nm) zu detektieren, da das Ethidiumbromid in 
die DNS interkaliert und bei Anregung durch UV-Licht fluoresziert. 
Zur Beschwerung wurden die DNS-Proben mit 1/10 Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese 
wurde bei einer konstanten Spannung von 5-6 Volt/cm durchgeführt. Die Nukleinsäuren 
durchwandern das Gel in Richtung Anode, ihre Geschwindigkeit ist von ihrer Größe 
abhängig, so dass eine Trennung von Fragmenten verschiedener Größen möglich ist. 
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Damit eine Abschätzung der Größe der Nukleotiden erfolgen konnte, wurde parallel ein DNS-
Größenstandard aufgetrennt. Zur Dokumentation des DNS-Fragmente-Musters wurde das Intas 
UV- Dokumentationssystem verwendet. 
 
2.1.2.6   Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen 
Das erwünschte DNS-Fragment wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit einem 
Skalpell, unter dem UV-Transilluminator, aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Isolierung der 
Nucleinsäuren aus dem Gel stand ein „Qiaquick Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen 
(Hilden) zur Verfügung. Es wurde nach Angaben der Hersteller verfahren. Hierbei wurde das 
Agarosestück, welches die DNS enthält, in dem entsprechenden Puffer bei 50 °C 
geschmolzen. Anschließend wurde die DNS an einen Silicat-Matrix gebunden, welche sich in 
der Säule des Kits befindet. Die DNS wurde gewaschen und mit sterilem Wasser eluiert. 
 
2.1.2.7   Phenol-/Chloroform-Extraktion von DNS-Lösungen 
Eine Phenol-/Chloroform-Extraktion kann Proteinverunreinigung aus DNS-Lösungen 
entfernen. Hierzu wurde die DNS-Lösung mit dem gleichen Volumen an 
Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25:24:1) versetzt und gründlich gemischt. Nach 
fünfminütiger Zentrifugation bei 13.000 upm bilden sich eine organische und eine wässrige 
Phase, welche durch eine proteinhaltige Interphase getrennt werden. Die wässrige Phase, 
welche die DNS enthält, wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Eine Extraktion mit 
Chloroform folgte, um eventuelle Phenol-Reste zu entfernen. Dazu wurde die wässrige Phase 
mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt, gut gemischt und unter den gleichen 
Bedingungen zentrifugiert. Nach Überführung der wässrigen Phase in ein frisches 
Reaktionsgefäß wurde die DNS, wie unter 2.1.2.8 beschrieben, präzipitiert. 
 
2.1.2.8   Ethanol-Präzipitation von DNS-Lösungen  
Die DNS wurde durch Zugabe von 0,1 Volumeneinheiten Natriumacetat (pH 4,6) und 2-3 
Volumeneinheiten 100 %-igem Ethanol präzipitiert. Der Ansatz wurde mehr als 30 min bei    
– 80 °C inkubiert und anschließend 30 min bei 13.000 upm und 4 °C zentrifugiert. Nach 
Dekantieren des Überstandes wurde die DNS mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut 
zentrifugiert. Der Überstand wurde restlos entfernt, die DNS getrocknet und in einem 
geeigneten Volumen sterilem Wasser resuspendiert. 
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2.1.2.9   PEG-Präzipitation von Polymerase-Kettenreaktion-Produkten 
Um die direkte Sequenzierung von Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Produkten ohne 
Zwischenklonierung in ein Plasmid zu ermöglichen, wurde eine PEG-Präzipitation 
durchgeführt. Hierzu wurde der PCR-Ansatz mit dem gleichen Volumen an PEG-Lösung 
versetzt. Nachdem gut gemischt wurde, wurde 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 
10 min bei 13.000 upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und die DNS mit 100 %-igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation, wurde der 
Überstand restlos entfernt, die DNS getrocknet und anschließend in einer geeigneten Menge 
sterilem Wasser resuspendiert. 
 
 
2.1.3   Enzymreaktionen mit DNS 
 
2.1.3.1   Restriktion der DNS mit Restriktionsendonukleasen 
Bei Verwendung der Restriktionsenzyme wurden die Angaben des Herstellers in Bezug auf 
optimale Temperatur und Puffer befolgt, um somit optimale Reaktionsbedingungen zu 
gewährleisten. Für analytische Restriktionsansätze wurde ein Ansatzvolumen von 20 µl 
gewählt. Es wurden 0,5-1 µg Plasmid-DNS mit 10 Einheiten des Enzyms und 2 µl des 10 x 
Reaktionspuffers eingesetzt, der Ansatz wurde mit sterilem Wasser aufgefüllt. Die 
Enzymreaktion wurde für mindestens 1 h bei einer geeigneten Temperatur durchgeführt.  
Für präparative Ansätze wurde das Volumen so gewählt, dass das Volumen der zugesetzten 
Enzyme max. 10 % des Gesamtvolumens betrug. Es wurden 5-10 µg Plasmid-DNS mit bis zu 
80 Einheiten des Enzyms und 1/10 des Gesamtvolumens an Reaktionspuffer eingesetzt. Die 
Inkubation erfolgte für mindestens 3 h bis über Nacht bei der geeigneten Temperatur. 
 
2.1.3.2   Dephosphorylierung von 5´-DNS-Überhängen 
Um die Effizienz einer Ligation zu erhöhen, kann die Rezirkulation des linearisierten Vektors 
durch Dephosphorylierung von 5´-DNS-Überhängen mittels alkalischer Phosphatase 
verhindert werden. Hierzu wurden 50-100 ng linearisierte Vektor-DNS mit 1 µl alkalischer 
Phosphatase (aus der Garnele) und 1 µl Reaktionspuffer versetzt und mit Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt. Die Enzymreaktion wurde für 20 min bei 37 °C 
durchgeführt. Anschließend erfolgte eine Inkubation von 15 min bei 65 °C, um das Enzym zu 
inaktivieren. 
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2.1.3.3   Ligation von DNS-Fragmenten 
Die Ligation von DNS-Fragmenten wurde mit dem Enzym T4-DNS-Ligase durchgeführt, 
welche die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 3´-Hydroxy- und 5´-Phosphat-
Enden doppelsträngiger DNS-Ketten katalysiert. Hierzu wurden 50-100 ng Vektor-DNS im 
gleichen molaren Verhältnis bzw. mit einem molaren Überschuss (1:3 und 1:5) des zu 
inserierenden DNS-Fragments, einer Enzymeinheit T4-Ligase, sowie dem vom Hersteller 
mitgeliefertem Ligasepuffer vermischt und mit sterilem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Als 
Kontrolle der Effizienz diente ein Ansatz, bei dem der Vektor ohne zu inserierendes DNS-
Fragment eingesetzt wurde. Die Inkubation erfolgte 2 h bei RT oder über Nacht bei 16 °C. 
 
2.1.3.4   Klonierung von PCR-Produkten 
Für die Klonierung von PCR-Produkten wurde das „TOPO-TA-Cloning Kit“ der Firma 
Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Dieses Kit macht sich eine wichtige Eigenschaft vieler 
thermostabiler DNS-Polymerasen zunutze, nämlich eine Matritzenunabhängige 
Transferaseaktivität, durch welche ein singuläres Desoxyadenosin an das 3´-Ende des PCR-
Produkts angefügt wird. Der Vektor pCR®II-TOPO, welcher linearisiert vorliegt, hat 
singuläre 3´-Thymidinüberhänge. Das Enzym Topoisomerase I ist kovalent an den 
Plasmidenden gebunden und kann die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 
PCR-Produkt und dem Vektor katalysieren. 
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des PCR-Ansatzes wurde das gewünschte PCR-
Fragment aus dem Gel aufgereinigt (siehe: 2.1.2.6). Je nach Quantität der DNS wurde 2-4 µl 
des Eluats für die Klonierungsreaktion verwendet. Es wurden 1 µl Salzlösung und 1 µl Vektor 
zugesetzt, und der Gesamtansatz wurde mit sterilem Wasser auf 6 µl aufgefüllt. Anschließend 
wurde 5 min bei RT inkubiert. 
Von diesem Klonierungsansatz wurden 2 µl zu den chemisch kompetenten TOP10-Zellen 
gegeben. Nach eine Inkubation von 20 min auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 30 
s. Direkt in Anschluss wurden die Zellen wieder auf Eis gestellt, und 250 µl SOC-Medium 
wurde zugesetzt. In diesem Medium wurden die Zellen 1 Stunde bei 37 °C und 200 upm 
inkubiert und anschließend auf X-Gal behandelte LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen, 
welche über Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. 
Der pCR®II-TOPO-Vektor enthält das LacZ-Gen, welches für die -Untereinheit der -
Galactosidase kodiert. Enthalten Bakterien einen religierten Vektor, so besitzen sie ein 
intaktes LacZ-Gen. Die -Galactosidase ist in der Lage das Galaktosederivat X-Gal 
umzusetzen, wobei ein schwerlöslicher Indigofarbstoff entsteht. Bakterienkolonien mit einem 
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religierten Vektor färben sich somit blau. Wurde jedoch das PCR-Fragment erfolgreich in den 
Vektor einkloniert, so wird das LacZ-Gen unterbrochen und das X-Gal kann nicht abgebaut 
werden. Bakterien, welche ein Vektor mit inserierten DNS-Fragment enthalten, bleiben somit 
weiß. 
 
 
2.1.4   Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Einzelne DNS-Abschnitte können mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR: Polymerase 
Chain Reaction) spezifisch und exponentiell amplifiziert werden [Saiki et al., 1985]. Im ersten 
Schritt wird hierzu die doppelsträngige DNS bei 95 °C denaturiert. Durch Absenkung der 
Temperatur wird anschließend die Hybridisierung von synthetischen Oligonukleotiden, die 
eventuell zusätzlich zur Klonierung benötigte Restriktionsstelle enthalten, an den 
komplementären Bereich der Matritzen-DNS ermöglicht. Eine hitzeresistente Polymerase, 
meistens die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus, verwendet diesen doppelsträngigen 
Bereich als Startpunkt für die DNS-Synthese komplementär zum Matritzenstrang unter 
Verwendung von dNTPS. Hierbei entsteht ein neuer DNS-Doppelstrang, welcher im nächsten 
Zyklus nach der Denaturierung als Vorlage für die Synthese dient. Mehrfaches Wiederholen 
diesen Zyklus hat eine exponentielle Vermehrung des zwischen den Oligonukleotiden 
befindlichen DNS-Bereichs zur Folge. 
 
2.1.4.1   PCR zur Amplifikation des C-Terminus von Polyduktin 
Für die Herstellung des Köderproteins musste der Bereich der cDNS, der für den C-Terminus 
von Polyduktin kodiert, amplifiziert werden. Damit eine anschließende Klonierung im 
Leserahmen möglich war, wurden die Oligonukleotide so entworfen, dass 5´ eine EcoRI-
Schnittstelle bei dem Amplifikation der cDNS angebracht wurde, sowie 3´ eine BamHI-
Schnittstelle.  
Es wurden 50 ng des Plasmids pGEX-4T1-c-term-PKHD1, 3 µl MgCl2 (50 mM), 5 µl 
Reaktionspuffer (10 x), 1 µl dNTPs (10 mM), 2,5 Einheiten Taq-Polymerase und je 10 pmol 
der Oligonukleotide „PKHD1-c-for“ und „PKHD1-c-rev“ zusammen pipettiert und mit 
destilliertem Wasser auf 50 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. 
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Das verwendete Amplifikationsprogramm setzte sich wie folgt zusammen: 
 
Denaturierung   94 °C  2 min 
Denaturierung   94 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 65 °C  1 min 
Elongation   72 °C  1 min 
25 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min  
 
2.1.4.2   Amplifikation von cDNS-Fragmenten direkt aus dem Hefeklon 
Zur Amplifikation von cDNS-Fragmenten potentieller Interaktionspartner wurde eine PCR 
entwickelt, bei der die Amplifikation direkt aus dem Hefeklon erfolgte. Hierzu wurde mit 
einem sterilen Zahnstocher der Hefeklon in 25 µl 20 mM NaOH überführt und resuspendiert. 
Anschließend wurde die Suspension 10 min bei 95 °C inkubiert und direkt im Anschluss stark 
geschüttelt. Es wurde 1 min bei 13.000 upm in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um die Reste 
der Hefezellen zu sedimentieren. Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt. Für die anschließende PCR wurde 1 µl dieser Lösung eingesetzt. Zudem befanden 
sich 1,5 µl MgCl2 (50 mM), 5 µl Reaktionspuffer (10 x), 1 µl dNTPs (10 mM), 2,5 Einheiten 
Taq-Polymerase und je 10 pmol der Oligonukleotide „5´AD LD Insert“ und „3´AD LD 
Insert“ in dem PCR-Ansatz, welcher mit sterilem Wasser auf 50 µl aufgefüllt wurde. 
Für die Amplifikation der cDNS-Fragmente wurde folgendes Temperaturprofil verwendet: 
 
Denaturierung   95 °C  2 min 
Denaturierung   95 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 60 °C  30 s 
Elongation   72 °C  2 min 
25 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min 
 
2.1.4.3   PCR zur Amplifikation der OFD1-cDNS 
Damit die Aktivität verschiedener Mutanten von OFD1 überprüft werden konnte, mussten 
verschiedene Bereiche der OFD1-cDNS amplifiziert werden.  
Die cDNS-Fragmente sollten im Leserahmen in ein Expressionsplasmid einkloniert werden. 
Um dies zu ermöglichen, wurde 5´ eine EcoRI-Schnittstelle und 3´ eine PacI-Schnittstelle 
mittels der für die Amplifikation verwendeten Oligonukleotide eingebracht. Für die 
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Amplifikation und anschließende Klonierung der gesamten cDNS im Leserahmen wurde 5´ 
eine ApaI-Schnittstelle angefügt. 
Für alle Ansätze wurde folgender PCR-Ansatz gewählt: 10 ng des Plasmids pCRII-OFD1, 1,5 
µl MgCl2 (50 mM), 5 µl Reaktionspuffer (10 x), 1 µl dNTPs (10 mM), 2,5 Einheiten Taq-
Polymerase und je 10 pmol der Oligonukleotide. Folgende Oligonukleotid-Kombinationen 
wurden gewählt: “OFD1-ApaI-for” und “OFD1-AS-1012-rev”; “OFD1-AS-560-for” und 
“OFD1-AS-956-rev”; “OFD1-AS-705-for” und “OFD1-AS-1012-rev”; “OFD1-AS-797-for” 
und “OFD1-AS-956-rev”, sowie “OFD1-AS-797-for” und “OFD1-AS-1012-rev”. 
Zur Amplifikation wurde folgendes Programm verwendet: 
 
Denaturierung   95 °C  2 min 
Denaturierung   95 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 55 °C  30 s 
Elongation   72 °C  1,5 min 
20 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min 
 
Im Fall der Amplifikation mit den Oligonukleotiden „OFD1-ApaI-for“ und „OFD1-AS-1012-
rev“ erfolgte die Elongation jeweils 3,5 min mit einer abschließenden Elongationsphase von 7 
min. 
 
2.1.4.4   PCR zur Amplifikation der NPR1-cDNS 
Vier Mutanten von NPR1 wurden hergestellt, indem verschiedene Bereiche der NPR1-cDNS 
amplifiziert wurden. Die Oligonukleotide wurden so gewählt, dass sie beim Amplifikation der 
gewählten cDNS-Bereiche 5´ eine EcoRI-Restriktionsstelle und 3´ eine XhoI-
Restriktionsstelle anbrachten. Diese Restriktionsstellen wurden benötigt, um die Klonierung 
im Leserahmen zu ermöglichen. 
Als Matritzen-DNS dienten 10 ng des Plasmids pBSR-NPR1. Außerdem wurden 1,5 µl 
MgCl2 (50 mM), 5 µl Reaktionspuffer (10 x), 1 µl dNTPs (10 mM), 2,5 Einheiten Taq-
Polymerase und je 10 pmol der Oligonukleotide zugesetzt. Der Ansatz wurde mit sterilem 
Wasser auf 50 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. 
Es wurden folgende Kombinationen von Oligonukleotiden für die Amplifikationen gewählt: 
„NPR1-AS-705-for“ und „NPR1-AS-1010-rev“; „NPR1-AS-763-for“ und „NPR1-AS-1061-
rev“; „NPR1-AS-985-for“ und „NPR1-AS-1010-rev“, sowie „NPR1-AS-985-for“ und 
„NPR1-AS-1061-rev“. 
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Folgendes Programm wurde für die Amplifikation der cDNS verwendet: 
 
Denaturierung   95 °C  2 min 
Denaturierung   95 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 55 °C  30 s 
Elongation   72 °C  1 min 
20 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min 
 
2.1.4.5   PCR zur Amplifikation der C7-cDNS 
Eine Amplifikation der gesamten C7-cDNS, sowie eines partiellen Bereichs der cDNS wurde 
durchgeführt. Damit eine anschließende Klonierung in Leserahmen möglich war, wurden die 
Oligonukleotide so gewählt, dass sie bei der Amplifikation 5´ eine PacI-Schnittstelle und 3´ 
eine XhoI-Schnittstelle ansynthetisierten. 
Für beide Amplifikationen wurde folgender Ansatz verwendet: 10 ng des Plasmids pCMV-
C7, 1,5 µl MgCl2 (50 mM), 5 µl Reaktionspuffer (10 x), 1µl dNTPs (10 mM), 2,5 Einheiten 
Taq-Polymerase und je 10 pmol der Oligonukleotide. Für die Amplifikation der gesamten 
cDNS wurde die Oligonukleotide „C7-AS-1-for“ und „C7-AS-843-rev“ verwendet. 
Zusätzlich wurde noch ein Bereich mit den Oligonukleotiden „C7-AS-335-for“ und „C7-AS-
843-rev“ amplifiziert. 
Beide Amplifikationen wurden mit folgendem Programm durchgeführt: 
 
Denaturierung   95 °C  5 min 
Denaturierung   95 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 55 °C  30 s 
Elongation   72 °C  3,5 min 
20 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min 
 
2.1.4.6   PCR zur Amplifikation der UMOD-cDNS 
Für die Charakterisierung der Aktivität von Uromodulin wurden verschiedene Bereiche, 
sowie die komplette cDNS amplifiziert. Die anschließende Klonierung im Leserahmen sollte 
über eine Restriktion mit EcoRI und XhoI erfolgen. Zu diesem Zweck wurden diese 
Schnittstellen mit Hilfe der Oligonukleotide an die cDNS angebracht. 
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Für die verschiedenen Amplifikationen wurden je 10 ng des Plasmids pDNR-UMOD als 
Matritzen-cDNS verwendet, 1,5 µl MgCl2 (50 mM), 5 µl Reaktionspuffer (10 x), 1 µl dNTPs 
(10 mM), 2,5 Einheiten Taq-Polymerase und je 10 pmol der Oligonukleotide. 
Mittels folgender Oligonukleotid-Kombinationen wurden die gewünschte Fragmente 
amplifiziert: „UMOD-AS-1-for“ und „UMOD-AS-640-rev“; „UMOD-AS-158-for“ und 
„UMOD-AS-444-rev“; „UMOD-AS-298-for“ und „UMOD-AS-557-rev“; „UMOD-AS-419-
for“ und „UMOD-AS-444-rev“, sowie „UMOD-AS-419-for“ und „UMOD-AS-640-rev“. 
Das für den Amplifikation verwendete Programm setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Denaturierung   95 °C  2 min 
Denaturiering   95 °C  30 s 
Oligonukleotid-Anlagerung 55 °C  30 s 
Elongation   72 °C  1 min 
20 Zyklen 
Elongation   72 °C  5 min 
 
Für der Amplifikation der gesamten cDNS wurde ein abweichendes Programm verwendet. 
Hier betrug die Elongationszeit 3,5 min, bzw. 7 min im terminalen Elongationsschritt. Alle 
anderen Bedingungen waren wie oben beschrieben. 
 
 
2.1.5   Sequenzierung von DNS 
Die Sequenzierung der DNS wurde nach dem Prinzip des „Cycle Sequencing“ dürchgeführt, 
welche auf dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger beruht [Sanger et al., 1977]. Die 
Sequenzierungsreaktionen wurden unter Verwendung des „Big Dye Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing“-Kit der Firma Applied-Biosystems (Darmstadt) durchgeführt. Für die Analyse 
der Reaktionsprodukte durch Kapillarelektrophorese wurde ein automatischer „DNA-
Sequencer“ der Firma Applied Biosystems (Darmstadt) genutzt. Die erhaltenen Daten wurden 
mit Hilfe der Software DNAMAN V.4.11 (Lynnon BioSoft) ausgewertet. Zur Auswertung der 
DNS-Sequenzen wurden das Computerprogramm HUSAR (Heidelberg UNIX Sequence 
Analysis Resources) des DKFZ (Heidelberg), http://genius.embnet.dkfz-
heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/) und die Datenbänke Ensembl (http://www.ensembl. 
org/index.html), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und Swissprot (http://www.ebi.ac.uk/ 
swissprot/) verwendet. 
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2.2   Hefe-zwei-Hybrid-Methoden 
Das verwendete Hefe-Zwei-Hybrid-System basiert auf der biologischen Wirkung des 
Transkriptionsfaktors GAL4 aus Saccharomyces cerevisiae [Fields und Song, 1989]. Das 
Protein besteht aus zwei funktionellen Domänen, einer DNS-Bindungsdomäne und einer 
Aktivierungsdomäne. Die einzelnen Domänen des Transkriptionsfaktors GAL4 können keine 
Transkription von GAL4-abhängigen Genen bewirken, dies geschieht nur, wenn beide 
Domänen vorhanden und sich in räumlicher Nähe zu einander befinden. 
Die DNS-Bindungsdomäne wird mit dem Köderprotein fusioniert, während die 
Aktivierungsdomäne mit einer Expressions-Bibliothek fusioniert ist. Findet eine Interaktion 
zwischen dem Köderprotein und einem Protein aus der cDNS-Bibliothek statt, so sind beide 
GAL4 Domänen gekoppelt und können als Transkriptionsaktivator funktionieren. GAL4-
abhängige Reportergene (ADE2, HIS3, lacZ und MEL1) werden hierauf exprimiert. 
Die beiden Plasmide werden in den S. cerevisiae-Stamm AH109 kotransformiert. Die 
enstandenen Transformanten werden auf Medium, dem Tryptophan (Trp) und Leucin (Leu) 
fehlt, ausplattiert. Somit kann auf die Aufnahme beider Plasmide selektioniert werden, da 
diese jeweils einen dieser Selektionsmarker enthalten. 
Für die Selektion von Transformanten, welche eine Interaktion zwischen dem Köderprotein 
und dem Protein aus dem cDNS-Bibliothek aufweisen, wird ein Medium verwendet, dem 
zusätzlich Adenin (Ade) und Histidin (His) fehlt und das X-α-Gal enthält.  
 
 
2.2.1   Amplifizierung und Reinigung der cDNS-Bibliothek 
Für das Hefe-zwei-Hybrid-Experiment wurde eine humane fötale Nieren-cDNS-Bibliothek 
der Firma Clontech (St.-Germain-en-Laye (FR)) verwendet. Zur Amplifizierung der 
Bibliothek wurde der gelieferte E. coli BNN132 Stamm, welcher die Bibliothek enthält, auf 
LB-Amp Agarplatten ausplattiert. Hierbei wurden etwa 5 x 104 Klone pro Platte ausplattiert. 
Um die Representativität der Bibliothek zu gewährleisten, wurde die dreifache Menge an 
unabhängigen Klonen ausplattiert, was etwa 1 x 107 Klone entspricht. Es erfolgte eine 
Inkubation bei 37 °C über Nacht. 
Die Klone wurden mit Hilfe eines Drigalski-Spatels in je 5 ml LB-Amp pro Platte 
resuspendiert. Die E. coli-Suspension wurde in einem Kolben vereint und 1 h bei 37 °C und 
200 upm inkubiert. Anschließend wurde 15 min bei 5000 upm und 4 °C zentrifugiert. 
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Mit Hilfe des „Nucleobond Megakit“ von BD Bioscience (Heidelberg) wurde die DNS nach 
Angaben des Herstellers isoliert. Das Sediment wurde in 90 ml Lösung S1 resuspendiert. 
Nach Zugabe von 90 ml Lösung S2 und mehrmaligem Invertieren wurde 3 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss hierzu wurden 90 ml S3 zugesetzt, invertiert und 5 
min auf Eis inkubiert. Die Lösung wurde auf einen Gaze-Filter gegeben und der gesamte 
Ansatz bei 5.000 upm für 20 min bei 4 °C zentrifugiert. 
Währenddessen wurde die Nucleobond AX 2000 Säule mit 20 ml Lösung N2 equilibriert. Das 
Lysat wurde auf die Säule pipettiert. Der Durchfluss wurde aufgefangen und ein weiteres Mal 
auf die Säule gegeben. Nach zweimaligem Waschen mit der Lösung N3 wurde die DNS mit 
25 ml Lösung N5 eluiert. 
Durch Zugabe von 18 ml Isopropanol und anschließender Zentrifugation für 30 min bei 7.000 
upm und 4 °C wurde die DNS gefällt. Eiskalter 70 %-iger Ethanol wurde verwendet, um die 
DNS zu waschen. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 7.000 upm und 4 °C wurde der 
Überstand verworfen, das Pellet getrocknet und anschließend in 1 ml Wasser resuspendiert. 
 
 
2.2.2   ONPG-Test 
Der ONPG-Test erlaubt eine Quantifizierung der Interaktionsintensiät, welche im Hefe-zwei-
Hybrid-System beobachtet wird. Es beruht auf der Hydrolyse von o-Nitrophenol-β-D-
galactopyranosid (ONPG) durch β-Galactosidase zu o-Nitrophenol und D-Galactose, wobei 
ein gelber Farbstoff entsteht, der photometrisch gemessen werden kann.  
Ein Hefeklon von circa 3 mm Durchmesser wurde in 5 ml geeignetem Selektionsmedium 
angeimpft. Diese Vorkultur wurde über Nacht bei 30 °C und 250 upm inkubiert. 
Anschließend wurde eine 1:5 Verdünnung dieser Übernachtkultur in YPD-Medium 
vorgenommen, und die Kulturen weiter bei 30 °C und 250 upm inkubiert bis eine OD600 von 
0,5-0,8 erreicht wurde. Die exakte OD600 wurde notiert. 
Von jeder Kultur wurden dreimal 1,5 ml in ein Reaktionsgefäß gegeben. Die Ansätze wurden 
1 min bei 13.000 upm zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 1,5 ml Z-Puffer gewaschen und 
ein weiteres Mal für 1 min bei 13.000 upm zentrifugiert. Das Sediment wurde anschließend in 
300 µl Z-Puffer resuspendiert, von denen 100 µl in ein frisches Reaktionsgefäß überführt 
wurden. 
Die Hefen wurden, durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen bei 37 
°C im Wasserbad, aufgeschlossen. Den so aufgebrochenen Zellen wurde 700 µl Z-Puffer mit 
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0,27 % β-Mercaptoethanol zugesetzt. Die Zeitmessung wurde gestartet und sofort zu allen 
Proben 160 µl ONPG-Lösung pipettiert. Die Proben wurden im Wasserbad bei 30 °C 
inkubiert, bis eine deutliche Gelbfärbung statt gefunden hatte. Die benötigte Zeit wurde 
notiert und die Reaktion wurde mit 400 µl 1 M Na2CO3 gestoppt.  
Zum Abtrennen der Zelltrümmer wurde 10 min bei 13.000 upm zentrifugiert, und 
anschließend 1 ml der Lösung in einen Küvette überführt. Die Messung der OD420 erfolgte 
unmittelbar im Anschluss. 
Eine β-Galactosidase-Einheit ist als die Menge definiert, welche 1 µmol ONPG zu o-
Nitrophenol und D-Galactose hydrolysiert pro Minute und pro Zelle. Diese kann mit 
folgender Formel berechnet werden: 
 
                    OD420 
1.000 x 
               t x V x OD600 
 
 
 
t  =   die Zeit bis zur Gelbfärbung in Minuten 
V =  0,1 ml x Konzentrationsfaktor 
 OD600 = A600 von 1 ml Kultur 
 
 
2.2.3   β-Galactosidase-Filter-Test 
In eine Petrischale wurde ein rundes Whatmann-Filter-Papier #5 mit einem Durchmesser von 
90 mm in 3 ml Z-Puffer/X-Gal-Lösung getränkt.  
Ein zweiter Whatmann-Filter wurde auf die Agarplatte, welche die zu testenden Klone 
enthält, gelegt und vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette angedrückt. Nach Abziehen des Filters 
von der Agarplatte befanden sich die Hefenklone an dem Filter.  
Durch Einfrieren der Filter in flüssigem Stickstoff und Wiederauftauen wurden die Zellen 
aufgeschlossen. Der Filter mit den aufgebrochenen Hefezellen wurde luftblasenfrei auf den 
X-Gal-durchtränkten Filter gelegt. Anschließend wurden die Filter bei 30 °C inkubiert bis 
eine Blaufärbung sichtbar wurde. 
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2.3   Proteinchemische Methoden 
 
2.3.1   In vitro-Translation von Proteinen 
Für die in vitro-Translation von Proteinen wurde das „TNT Quick coupled 
Transcription/Translation Systems“ Kit von der Firma Promega (Mannheim) verwendet. 
Dieses enthält alle benötigten Komponenten für eine Transkription/Translationsreaktion in 
zellfreien eukaryontischen Systemen. In ein Reaktionsgefäß wurden 40 µl des „TNT Quick 
Master Mix“ vorgelegt. Hierzu wurde 1 µg des zu transkribierenden und zu translatierenden 
Plasmids, sowie 2 µl [35S]-Methionin (10 mCi/ml) gegeben. Der Ansatz wurde mit Nuclease-
freiem Wasser auf 50 µl aufgefüllt. Anschließend erfolgte eine Inkubation von 60-90 min bei 
30 °C. 
 
 
2.3.2   Proteinextraktion aus Hefezellen 
50 ml YPD-Medium wurden mit dem S. cerevisiae Stamm AH109 angeimpft bzw. 
Selektionsmedium mit den Transformanten. Nach Inkubation über Nacht bei 30 °C und 200 
upm wurden die Kulturen mit den jeweiligen Medien auf eine OD600 von 0,1 verdünnt. 
Eine weitere Inkubation erfolgte bei 30 °C und 200 upm, bis die Kulturen eine OD600 von 0,4-
0,5 erreicht hatten. 15 ODs wurden in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, welches bis 
zur Hälfte mit Eis gefüllt war. 
Nach Zentrifugation bei 1.000 g für 5 min bei 4 °C in einer Beckmann Coulter J2Mc 
Zentrifuge wurde der Überstand verworfen und das Sediment in 25 ml Wasser gewaschen. 
Die Hefezellen wurden in einem zweiten Zentrifugationsschritt sedimentiert und anschließend 
in 2 ml Wasser aufgenommen.  
Nach Einfrieren der Hefezellen in flüssigem Stickstoff wurde 100 µl kompletter Lyse-Puffer, 
der vorher auf 70 °C erwärmt wurde, pro 7,5 OD, sowie 80 µl Glasperlen (425-600 µm) 
zugesetzt. Dieser Ansatz wurde 10 min bei 70 °C inkubiert und direkt in Anschluss 1 min 
kräftig geschüttelt. 
Durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 13.000 upm und 4 °C in einer Tischzentrifuge 
wurden die Glasperlen von den Proteinextrakten getrennt, und der Extrakt wurde in ein 
frisches Reaktionsgefäß überführt. 
Eine weitere Extraktion erfolgte indem nochmals 50 µl kompletter Lyse-Puffer pro 7,5 OD zu 
den Glasperlen gegeben wurde, 3-5 min bei 95 °C inkubiert und in Anschluss nochmals für 1 
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min geschüttelt wurde. Nach Trennung der Glasperlen vom Überstand mittels Zentrifugation 
wurden die Überstände vereinigt. 
Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden 25 µl der Probe mit 8 µl 4 x Roti-Load 
versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. 
 
 
2.3.3   Expression und Extraktion von GST-Proteinen 
Um Proteininteraktionen zu studieren, wurden Fusionsproteine aus Glutathion-S-Transferase 
mit Mutanten des zu untersuchenden Proteins hergestellt. Nachdem die cDNS in den 
korrekten Leserahmen hinter die Glutathion-S-Transferase kloniert worden war, wurde dieses 
Plasmid wie unter 2.1.1.2 beschrieben, in den E. coli Stamm BL21pLysS transformiert. 
40 ml LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum wurden mit einem Klon angeimpft 
und etwa 16 h bei 37 °C und 200 upm inkubiert. Die Übernachtkultur wurde 1:10 in LB-Amp 
verdünnt und bei 37 °C und 200 upm weiter inkubiert, bis eine OD600 von 0,7 erreicht wurde. 
Eine Probe von 1 ml wurde zur Überprüfung der Induktion entnommen. 
Die Expression des GST-Fusionsproteins wurde durch IPTG-Zugabe (0,5 mM 
Endkonzentration) induziert. Die Kultur wurde anschließend für weitere 3 h bei 37 °C und 
200 upm inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde 1 ml Probe entnommen. In Anschluss 
wurde die restliche Kultur in einen Zentrifugenbecher überführt und bei 4 °C und 5.000 g für 
10 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 10 ml Zelllysepuffer resuspendiert. Um eine gute 
Lyse der Zellen zu gewährleisten, wurde der Ansatz dreimal in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bei 37 °C im Wasserbad wieder aufgetaut. Zusätzlich wurden die Zellen 
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Hierzu wurden die Ansätze 3 x 10 s bei einer Amplitude 
von 60 % dem Ultraschall ausgesetzt. Um unlösliche Bestandteile von den Proteinextrakten 
zu trennen, wurde bei 10.000 upm und 4 °C in einer Beckman Coulter J2Mc zentrifugiert. 
 
 
2.3.4   Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinlösungen wurde der „Protein Assay“ der 
Firma BioRad Life Science (München) verwendet. Dieser wurde vor Gebrauch 1:5 mit 
Wasser verdünnt. Für jeder Messung wurden 200 µl diese Lösung in eine Vertiefung einer 96-
Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt. Es wurde jeweils 1 µl der Proteinlösung oder eine geeignete 
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Verdünnung hinzu pipettiert. Nach 10 min Inkubation bei RT erfolgte die Messung der 
entstandenen Blaufärbung in einem ELISA-Reader bei 595 nm. 
Durch Ermittlung einer Regressionsgerade einer BSA-Eichgerade konnten die unbekannten 
Proteinmengen berechnet werden. 
 
 
2.3.5   Kopplung von GST-Proteinen an Sepharose 
Für die Kopplung von Proteinen an Sepharose wurde „Glutathione-Sepharose 4B“ von 
Amersham Bioscience (Freiburg) verwendet. Für jeden Ansatz wurde 100 µl Sepharose 
verwendet, welche sich aus 50 µl Sepharosekügelchen und 50 µl Puffer zusammensetzt. Die 
Sepharose wurde dreimal mit 500 µl PBS gewaschen und bei 2.000 upm in einer 
Tischzentrifuge bei 4 °C abzentrifugiert. 
Zur vorbereiteten Sepharose wurden die GST-Protein-Extrakte gegeben. Hierbei wurde die 
gleiche Menge Protein für alle Ansätze gewählt, eventuelle Unterschiede der Volumina wurde  
mit Zelllysepuffer ausgeglichen. Die Extrakte wurden 1 h bei Raumtemperatur mit der 
Sepharose auf einem Taumelrollenschüttler inkubiert. 
Anschließend wurde dreimal mit 1 ml Interaktionspuffer gewaschen und bei 4 °C und 2.000 
upm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. 
 
 
2.3.6   Proteininteraktionsstudien 
Für die Durchführung der Proteininteraktionsstudien wurden die GST-Fusionsproteine, oder 
GST alleine als Kontrolle, wie unter 2.3.5 beschrieben, an Sepharose gekoppelt.  
Nach Entfernen der nicht gebundenen Proteine durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml 
Interaktionspuffer wurde der Ansatz in 500 µl Interaktionspuffer aufgenommen und das 
zweite Protein, welches radioaktiv markiert wurde (siehe: 2.3.1), hinzugegeben.  
Damit gleiche Mengen an markiertem Protein von unterschiedlichen Mutanten zugesetzt 
wurde, wurden vorab gleiche Volumina auf einem SDS-Gel aufgetragen, das Gel getrocknet 
und ein Film aufgelegt. An Hand der Exposition auf dem Film wurden gleiche Mengen an 
markiertem Protein abgeschätzt. 
Nach Zugabe des zweiten Proteins wurde 1 h bei Raumtemperatur auf dem 
Taumelrollenschüttler inkubiert. In Anschluss wurde dreimal mit je 1 ml Interaktionspuffer 
gewaschen. 
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Nach vollständiger Entfernung der Flüssigkeit wurde 20 µl 2 x Roti-Load zu den Sepharose-
Kügelchen pipettiert und 10 min bei 95 °C denaturiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 
10.000 upm und 4 °C in der Laborzentrifuge 3K10 von Sigma (München). Der Überstand 
wurde zur elektrophoretischen Trennung auf ein SDS-Polyacrylamidgel (siehe: 2.3.7) 
aufgetragen. 
Nach die elektrophoretischen Trennung und Trocknen auf dem „Gel Dryer model 583“ der 
Firma BioRad Life Science (München) wurde die Autoradiographie mit „BioMax Light“ 
Filme (Kodak, Rochester (USA)) bei Raumtemperatur durchgeführt. 
 
 
2.3.7   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen können 
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden [Lämmli, 1970]. In Abhängigkeit 
des Molekulargewicht der Fragmente wurden 8-12 %-ige Polyacrylamidgele angesetzt. 
Verwendet wurde das „Mini-PROTEAN Tetra cell-System“ von BioRad Life Science 
(München). Die Apparatur wurde nach Angaben des Herstellers zusammen gebaut. Die 
Elektrophorese fand bei 15 mA im Sammelgel und 20 mA im Trenngel statt. 
Um eine Abschätzung des Molekulargewichtes der Proteine zu ermöglichen, wurde ein 
Molekulargewichtsstandard mit aufgetrennt. Verwendet wurde der SeeBluePlus2-
Proteinstandard von Invitrogen (Karlsruhe). 
 
 
2.3.8   Western Blot und Immundetektion 
Für der Transfer von Proteine aus einem Gel auf eine Membran wurde das Nass-
Blottersystem „Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell“ von BioRad Life Science 
(München) verwendet. Hierzu wurden auf einem Träger ein Schwämmchen, 2 Whatmann-
Papiere, das Gel, die PVDF-Membran, 2 Whatmann-Papiere und ein weiteres Schwämmchen 
aufgebaut. Alle Komponenten wurden vorher in Transferpuffer getränkt. Die PVDF-Membran 
wurde 1 min in Methanol, 1 min in Wasser und anschließend 1 min in Transferpuffer 
äquilibriert. 
Der Transfer erfolgte mehr als 2 Stunden bei Raumtemperatur und 30 Volt oder über Nacht 
bei 4 °C und 30 Volt. 
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Nachdem mittels Coomassiefärbung (siehe: 2.3.9) der Erfolg des Transfers überprüft wurde, 
wurde die Membran 1 h in Blockierungslösung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen 
abzusättigen. 
Anschließend erfolgte eine einstündige Inkubation mit dem primären Antikörper bei 
Raumtemperatur in einem 50 ml Blaukappenröhrchen auf dem Taumelrollenschüttler. 
Ungebundener Primärantikörper wurde durch drei Waschschritte mit 5 % Magermilchpulver 
in PBS-T von je 10 min auf dem Rollenschüttler entfernt. Eine einstündige Inkubation mit 
dem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten sekundären Antikörper erfolgte bei Raumtemperatur 
auf dem Taumelrollenschüttler. Ungebundener Antikörper wurden durch zweimaliges 
Waschen mit 5 % Magermilchpulver in PBS-T und einem einmaligen Waschschritt mit PBS-
T entfernt. 
Als Substrat für die Meerrettich-Peroxidase wurde das „ECL Plus western blotting detection 
System“ von GE Healthcare (Chalfont St. Giles (UK)), nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Nach zweiminütiger Inkubation wurde das überschüssige Reagenz von der 
Membran entfernt. Die Visualisierung des Chemoluminenzenz-Signals erfolgte durch 
Exponierung auf einem Kodak Röntgenfilm. 
 
 
2.3.9   Coomassiefärbung von Proteinen 
Zur Coomassiefärbung von Proteinen wurde das „SimplyBlue“ Färbereagenz (Invitrogen, 
Karlsruhe) verwendet. Das Gel oder die Membran wurde 1 h in einem Behälter mit 
ausreichend SimplyBlue unter Schütteln gefärbt. Anschließend wurde 1 h unter ständigem 
Schütteln mit Wasser entfärbt.  
 
 
2.4   Histologische und immunohistologische Methoden 
Die hier beschriebenen Schritte wurden freundlicherweise von Frau A. Röper, Frau C. 
Neumann, bzw. Frau S. Steiner durchgeführt. 
Die immunohistologische Untersuchung auf Polyduktin wurde wie von Zhang et al. [2004] 
beschrieben durchgeführt. 
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2.4.1   Paraffinblöcke und Herstellung von Paraffinschnitten 
Die Paraffinblöcke von Nierengewebe von ARPKD-Patienten wurden freundlicherweise von 
Prof. Dr. med K. Zerres vom Institut für Humangenetik der RWTH Aachen zur Verfügung 
gestellt bzw. waren im Archiv des Instituts für Pathologie vorhanden, die Paraffinblöcke mit 
Kontrollgewebe kamen ebenfalls aus dem Archiv des Instituts für Pathologie. 
Mit Hilfe des Mikrotoms „Microm CP60“ wurden 2 µm Schnitte angefertigt. Nach Glätten im 
Wasserbad bei 45 °C wurden die Schnitte auf Objektträger (für Verwendung in der DAKO 
TechMate 500 auf Kapillarspalt-Objektträger) aufgezogen und über Nacht bei 37 °C 
getrocknet.  
 
 
2.4.2   HE-Färbung histologischer Schnitte 
Die Paraffinschnitte wurden zuerst 10 min in Xylol entparaffiniert und anschließend durch 
eine abführende Ethanolreihe dehydratiert. Hierbei wurden die Schnitte kurz in 96 %-igen, 70 
%-igen und dann in 50 %-igen Ethanol gestellt und anschließend in destilliertem Wasser 
gespült. Für die Färbung erfolgte zuerst eine Inkubation von 10 min in Hämatoxylin nach 
Mayer. Anschließend wurden die Schnitte 10 min in warmem Leitungswasser gebläut und 
kurz in destilliertem Wasser gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation von 10 s in Eosin 
und kurzes Abspülen in destilliertem Wasser. Die Schnitte wurden nun durch eine 
aufsteigende Ethanolreihe in Xylol geführt und schließlich mit Pertex 3000 eingedeckt. 
 
 
2.4.3  Immunohistologie auf Paraffinschnitten nach der Avidin-Biotin-Methode 
(ABC) 
Diese Methode beruht auf der starken Affinität von Avidin zur Biotin. Es handelt sich um 
einen indirekten Nachweis, der in drei Schritten durchgeführt wird. Im ersten Schritt wird ein 
unkonjugierter Primärantikörper verwendet, welcher ein Epitop des gesuchten Proteins 
erkennt. Im zweiten Schritt wird ein Antikörper verwendet, der mit Biotin konjugiert und 
gegen die Fc-Region des Primärantikörpers gerichtet ist. Im dritten Schritt wird Streptavidin 
eingesetzt, welches an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Das Streptavidin bindet das 
Biotin des zweiten Antikörpers. Nach Zugabe eines geeigneten Chromogens findet, in 
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid, dessen Oxidation statt, wodurch ein Farbprodukt 
entsteht, welches im Lichtmikroskop sichtbar ist. 
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Für die Durchführung wurden die Schnitte zuerst 10 min in Xylol entparaffiniert und durch 
eine absteigende Alkoholreihe geführt (10 min in 100 %, kurz in 96 %-igem und 70 %-igem 
Alkohol). Anschließend wurden die Schnitte in 1 M Tris-Puffer (pH 7,4-7,6) gespült. 
Zur Demaskierung der Antigene nach der Formalinfixierung, wurden die Schnitte, für den 
immunohistologische Untersuchung auf Uromodulin, 30 min in Citratpuffer (pH 6,0) bei 600 
W in der Mikrowelle behandelt. Anschließend fand eine 20-minütige Abkühlphase statt. Nach 
dem Abkühlen wurden die Schnitte in 1 M Tris-Puffer (pH 7,4-7,6) gewaschen. Für die 
Untersuchung auf EMA wurde keine Demaskierung vorgenommen. 
Die Färbung erfolgte semiautomatisch im DAKO TechMate 500. Der anti-Uromodulin 
Antikörper wurde 1:1000 bzw. 1:3000 in „Antibody Diluent“ der Firma Dako verdünnt. Der 
anti-EMA Antikörper wurde 1:600 verdünnt. Die Schnitte wurden 1 h mit einer dieser 
Antikörperlösungen inkubiert. Es erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper. Anschließend wurde 10 min geblockt, um unspezifische Bindestellen ab zu 
sättigen. Eine Inkubation von 30 min mit dem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten 
Streptavidin erfolgte, wonach das Chromogen für 5 min zugesetzt wurde. Beim verwendeten 
Chromogen handelt es sich um eine stabile Pufferlösung aus Wasserstoffperoxid und 3-
Amino-9-ethylcarbazol (AEC)). Zuletzt erfolgte noch eine Kernfärbung für 30 s mit 
Hämalaun nach Mayer. Schließlich wurden die Schnitte mit dem wasserlöslichen 
Eindeckmittel Aquatex eingedeckt. 
 
 
2.4.4 Immunohistologie auf Paraffinschnitten nach der EnVision 
(Polymerkonjugat)-Methode 
 
Das Gewebe wurde, wie unter 2.4.3 beschrieben, entparaffiniert. Im nächsten Schritt wurde 
eine Blockierung der endogenen Peroxidasen mit 30 % Wasserstoffperoxid in Methanol für 
30 min durchgeführt. Im Anschluß wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gespült. Zur 
Demaskierung der Antigene wurden die Schnitte dreimal 5 min in Citratpuffer (pH 6,0) in der 
Mikrowelle bei 600 W behandelt. Nach Abspülen der Schnitte mit PBS erfolgte eine 
einstündige Inkubation bei 37 °C mit dem 34βE12-Antikörper, 1:10 verdünnt in PBS. Im 
Anschluss wurden die Schnitte kurz mit PBS gespült und mit 100 µl unverdünntem EnVision-
Komplex (Dako, Hamburg) eine halbe Stunde bei RT inkubiert. 
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Die Schnitte wurden kurz mit PBS gewaschen und dann 10 min in einem Gemisch aus 
Diaminobenzidin und 30 % Wasserstoffperoxid gefärbt. Anschließend wurde 10 min mit 
Leitungswasser gewaschen und nochmals mit destilliertem Wasser nachgespült. 
Zuletzt erfolgte noch eine Kernfärbung für 30 s mit Hämalaun nach Mayer. Die Schnitte 
wurden durch eine aufsteigende Alkoholreihe geführt und anschließend mit dem 
Eindeckmittel Entellan eingedeckt. 
 
III. Ergebnisse 
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Bei dem verwendeten Hefe-zwei-Hybrid-System handelt es sich um das „Matchmaker Yeast-
two-Hybrid-System 3“ (Clontech, St.-Germain-en-Laye (FR)). Der pGBKT7 Vektor kodiert 
für die DNS-Bindungsdomäne von Transkriptionsfaktor GAL4, der an das Köderprotein 
fusioniert wird. Die verwendete cDNS-Bibliothek befindet sich im Vektor pACT2, so dass ein 
Fusionsprotein aus dem cDNS-Fragment der Bibliothek und der Aktivierungsdomäne von 
GAL4 hergestellt werden kann. Abb. 3.1 stellt schematisch das Prinzip des Hefe-zwei-
Hybrid-Experiments dar. Wird durch die Interaktion ein den GAL4-Transkriptionsfaktor 
substituirender „zwei-Hybrid-Komplex“ hergestellt, erfolgt durch die DNS-Bindung der 
GAL4-DNS-Bindungsdomäne die Aktivierung von Reportergenen (lacZ, HIS3, ADE2 und 
MEL1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GAL UAS Minimaler Prom
DNS
Binde-Domäne
Köder-Protein
cDNS-Bibliothek
Aktivierungs-
domäne
Reportergen
A 
B 
Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Hefe-zwei-Hybrid-Prinzips 
A) Findet keine Interaktion zwischen dem Köderprotein und einem Protein aus den Bibliothek 
statt, so sind die GAL4 DNS-Bindungsdomäne und die Aktivierungsdomäne getrennt und es 
findet keine Expression der Reportergene statt. B) Eine Interaktion zwischen Köderprotein und 
einem Protein aus dem Bibliothek resultiert in einem funktionsfähigen GAL4- 
Transkriptionsfaktors und somit in der Expression von HIS3, ADE2, lacZ und MEL1. 
UAS: 5´-Aktivatorsequenz (upstream activator sequens); Prom: Promotor 
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GAL UAS MinimalerProm
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In allen durchgeführten Hefeexperimenten wurde eine Kotransformation von den Vektoren 
pGBKT7 53 und pGADT7 T als Positivkontrolle verwendet. Bei dem pGADT7 T-Vektor 
handelt es sich um ein Plasmid, das sich nur in der Sequenz der multiplen Klonierungsstelle 
von pACT2 unterscheidet. pGBKT7 53 kodiert für ein Fusionsprotein aus der DNS-
Bindungsdomäne von GAL4 und murinem p53, während pGADT7 T die Herstellung eines 
Fusionsproteins aus der Aktivierungsdomäne von GAL4 und dem SV40 “Large-T”-Antigen 
ermöglicht. Von diesen Proteinen ist bekannt, dass sie eine starke Interaktion zeigen [Li und 
Fields, 1993; Iwabuchi et al., 1993]. Im Folgenden wird eine Kotransformation dieser beiden 
Vektoren nur mit Positivkontrolle bezeichnet. 
Als Negativkontrolle wurde in allen Hefeexperimenten eine Kotransformation der Vektoren 
pGBKT7 Lam und pGADT7 T durchgeführt. pGBKT7 Lam kodiert für ein Fusionsprotein 
aus der DNS-Bindungsdomäne von GAL4 und humanem Lamin C. Es ist bekannt, dass keine 
Interaktion mit dem SV40 “Large-T”-Antigen stattfindet [Bartel et al., 1993; Ye und 
Worman, 1995]. Einen Kotransformation dieser beiden Proteine wird im Folgenden nur als 
Negativkontrolle bezeichnet. 
Medium, das kein Leucin (Leu) und Tryptophan (Trp) enthält wird als niedrig-stringentes 
Medium bezeichnet, da es lediglich auf die Aufnahme beider Vektoren selektioniert. Medium 
ohne Histidin (His), Leu und Trp wird als mittel-stringentes, während Medium ohne Adenin 
(Ade), His, Leu und Trp als hoch-stringentes Medium bezeichnet wird, weil diese Medien 
zudem auf die Expression eines bzw. zweier Reportergene selektionieren. 
 
 
1.  Herstellung des Köderkonstrukts 
 
1.1   Klonierung des Köderkonstrukts 
Für die Durchführung des Hefe-zwei-Hybrids-Screens wurde der cytoplasmatische C-
terminale Bereich von Aminosäure 3881 bis 4074 von humanem Polyduktin als Köder 
gewählt. Der hierfür kodierende cDNS-Abschnitt wurde mittels PCR mit dem 
Oligonukleotiden „PKHD1-c-for“ und „PKHD1-c-rev“ aus dem Plasmid pGEX-4T1-c Term 
PKHD1 amplifiziert, und mit den Enzymen EcoRI und XhoI hinter die GAL4 DNS-
Bindungsdomäne des Expressionsvektors pGBKT7 kloniert, so dass ein Fusionsprotein 
exprimiert werden kann. Dieses Konstrukt wurde pGBK-hcTerm benannt.  
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1.2   Überprüfung der Expression von pGBK-hcTerm 
Das Plasmid pGBK-hcTerm wurde in S. cerevisae AH109 transformiert und auf 
Minimalmedium ohne Trp drei Tagen kultiviert. Dieses Medium selektioniert Hefeklone, 
welche das Plasmid aufgenommen haben. Ein Western Blot wurde durchgeführt, um zu 
überprüfen, ob das Fusionsprotein exprimiert wird. Die Immundetektion erfolgte mit dem 
polyklonalen Anti-GAL4 DBD Antikörper, welcher ein Epitop in der DNS-Bindungsdomäne 
von GAL4 erkennt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
Abb. 3.2: Western Blot der Expression des Fusionsproteins aus der GAL4 DNS-Bindungsdomäne und dem 
C-Terminus von Polyduktin 
Western Blot von Zellextrakten aus S. cerevisae AH109, die ohne oder mit pGBK-hcTerm transformiert wurden. 
Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte auf einem 10 %-igen PAA-Gel. A) Die Coomassie-Färbung der Membran 
weist nach, dass gleiche Mengen Proteinextrakt aufgetragen wurden. B) Die Immundetektion erfolgte mittels Anti-
GAL4 DBD Antikörper, welcher das 41 kDa große Fusionsprotein in den transformierten Hefen detektiert.  
 
 
Wie aus Abb. 3.2 hervorgeht, wurde nur in den Transformanten ein Fusionsprotein von ~ 41 
kDa detektiert. Dies entspricht der errechnete Größe des Fusionsproteins. Die gleichmäßige 
Beladung des Gels wurde durch eine Coomassie-Färbung der Membran bestätigt. 
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1.3   Überprüfung der Autoaktivierung von pGBK-hcTerm 
Bevor ein Hefe-zwei-Hybrid-Screen durchgeführt werden kann, muss ausgeschlossen werden, 
dass das Köderprotein selbst Reportergene transkriptionell aktivieren kann (sogenannte 
Autoaktivierung), um somit falsch-positive Klone zu vermeiden. Hierzu wurde pGBK-
hcTerm mit pGADT7 in S. cerevisae AH109 kotransformiert.  
Die Transformanten wurden auf niedrig-stringentem Medium angezogen. Nur Hefen die beide 
Plasmide aufgenommen haben, sind in der Lage, Trp und Leu zu synthetisieren und in diesem 
Medium zu wachsen. Zudem enthält das Medium X-α-Gal. Im Falle einer Autoaktivierung 
würden die Klone aufgrund α-Galactosidaseexpression in der Lage sein, dass X-α-Gal 
umzusetzen, wobei ein schwerlöslicher Indigofarbstoff entsteht. Keine der Transformanten 
zeigte eine Blaufärbung, während die Positivkontrolle sich deutlich blau färbte (Siehe Abb. 
3.8). Es kann somit geschlossen werden, dass es keine Autoaktivierung des Konstruktes gibt. 
 
 
2.  Hefe-zwei-Hybrid-Screen 
 
2.1   Kotransformation C-Terminus von Polyduktin und cDNS-Bibliothek 
pGBK-hcTerm wurde mit einer humanen fötaler Nieren-cDNS-Bibliothek in S. cerevisae 
AH109 kotransformiert. Ungefähr 1 x 107 Transformanten wurden auf niedrig-stringentem 
Minimalmedium mit X-α-Gal ausplattiert. 2.668 Klone exprimierten die α-Galactosidase. Die 
hohe Zahl an blauen Transformanten deutet auf zahlreiche, schwache oder unspezifische 
Interaktionen hin. Die Klone wurden achtmal mittels eines Stempels auf hoch-stringentes 
Medium überimpft. Dabei wurden 727 Transformanten isoliert. 
 
 
2.2   Erste Auswahl potentieller Kandidaten 
Um eine erste Auswahl zwischen den vielen Kandidaten zu treffen, wurde mit 87 potentiell 
positiven Hefeklonen ein ONPG-Test durchgeführt. Dieser Test erlaubt nicht nur die 
Überprüfung der β-Galactosidase-Aktivität, sondern auch deren Quantifizierung. Da die 
Expression von β-Galactosidase direkt abhängig von der Stärke der Interaktion zwischen dem 
C-Terminus von Polyduktin und dem Protein aus der Bibliothek ist, können mit dem ONPG-
Test diejenigen Proteine identifiziert werden, die die stärkste Interaktion aufweisen. Es wurde 
so in sechs Klone eine starke Interaktion nachgewiesen. 
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Zunächst wurden die Plasmide der Bibliothek aus den potentiell positiven Klonen isoliert, in 
E. coli propagiert, wiederum in S. cerevisae AH109 zusammen mit pGBK-hcTerm 
zurücktransformiert und ein ONPG-Test durchgeführt (siehe Abb. 3.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Klone 8-28, 11-23, 14-18 und 15-26 zeigen eine relative β-Galactosidase-Aktivität die 
ähnlich stark, oder stärker, als die der Positivkontrolle ist. Die Klone 13-21 und 16-50 haben 
eine relative β-Galactosidase-Aktivität, die deutlich über dem Wert der Negativkontrolle liegt 
und etwa 50 % der relativen β-Galactosidase-Aktivität der Positivkontrolle entspricht. Hieraus 
geht hervor, dass sechs der getesteten putativen Interaktionspartner eine starke Interaktion mit 
dem C-Terminus von Polyduktin im ONPG-Test zeigen. Diese sechs Transformanten wurden 
im Folgenden weiter untersucht. 
 
 
% 
Abb. 3.3: Interaktion zwischen den isolierten Klonen mit dem C-Terminus von Polyduktin und 
deren relative β-Galactosidase-Aktivität.  
Die angegebenen Plasmidpaare wurden in S. cerevisae AH109 transformiert und auf Minimalmedium 
ohne Trp und Leu angezogen. Die erhaltenen Transformanten wurden im quantitativen ONPG-Test 
analysiert. Als Positivkontrolle diente murines p53 und SV40 “Large-T”-Antigen. Die Aktivität der 
Postivkontrolle wurde gleich 100 % gesetzt, die übrigen Werte relativ hierzu berechnet. Für die 
Negativkontrolle wurde eine Kotransformation von humanem Lamin C-Protein mit dem SV40 “Large-
T”-Antigen verwendet. Zur Überprüfung der Autoaktivierung wurde zudem pGBK-hcTerm mit 
pGADT7 kotransformiert.  
Rote Balken stellen die jeweilige relative β-Galactosidase-Aktivität dar. Mittelwert und 
Standardabweichung beziehen sich auf die Messungen von Triplikaten. 
0 50
pGBKT753 +pGADT7T
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pGBK-hcTerm + pGAD-T7
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2.3   Auswahl potentieller Kandidaten 
Alle sechs Klone wurden sequenziert und ein Sequenzvergleich mit folgenden DNS- und 
Protein-Datenbanken durchgeführt: Computerprogramm HUSAR (Heidelberg UNIX 
Sequence Analysis Resources) des DKFZ (Heidelberg), http://genius.embnet.dkfz-
heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/) und den Datenbänke Ensembl (http://www.ensembl. 
org/index.html), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und Swissprot (http://www.ebi.ac.uk/ 
swissprot/). 
Aus den Sequenzierungsergebnissen wurde ersichtlich, dass die cDNS-Bibliothek teilweise 
fehlerhaft war. In einigen der Klone wurden neben kodierenden Sequenzen Intronsequenzen 
vorgefunden, bei anderen gab es eine Verschiebung des Leserahmens. Der 
Datenbankvergleich ergab, dass die cDNS-Fragmente der Klone 13-21 und 15-26 im nicht 
translatierten Bereich der Gene Cytochrome P450 bzw. Collagen Type IV α2-Kette liegen. 
Diese beiden Klone wurden somit von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 
Bei den weiteren Klonen wurde an Hand von Literaturangaben entschieden, ob eine 
Interaktion mit Polyduktin in vivo möglich wäre. Auswahlkriterien waren das Vorkommen 
der jeweiligen Proteine in Nierengewebe, so weit bekannt in den gleichen Nierenstrukturen 
wie Polyduktin und eine subzelluläre Lokalisation, die eine Interaktion ermöglichen würde. 
Da der C-Terminus von Polyduktin ins Cytoplasma hineinragt und zudem nach 
proteolytischer Spaltung in den Nukleus transloziert, kommen sowohl cytoplasmatische 
Proteine als auch nukleäre Proteine als Interaktionspartner in Betracht, ebenso wie 
Membranproteine, Proteine, die in Komplexen vorliegen und Proteine, die gemeinsam 
prozessiert werden. 
Bei Klon 8-28 handelt es sich um ein cDNS-Fragment des „mixed lineage leukaemia 
translocated to 10“ (MLLT10). Eine Rolle für dieses Protein als Transkriptionsfaktor wird 
diskutiert [DiMartino et al., 2002]. Es handelt sich um ein Protein, das im Cytoplasma und im 
Kern nachgewiesen werden konnte und in der Niere exprimiert wird [Linder et al., 1998; 
Linder et al., 2000]. Obwohl die Voraussetzungen für eine mögliche Interaktion zwischen 
MLLT10 und Polyduktin gegeben sind, wurde diese putative Interaktion aufgrund der 
limitierten Zeit nicht genauer analysiert. 
Es konnte mittels Sequenzierungen und anschließenden Datenbankvergleichen gezeigt 
werden, dass es sich bei den Klonen 11-23 und 14-18 um das gleiche cDNS-Fragment handelt 
und zwar um die C-terminalen Aminosäure 645 bis 843 der Komplement Komponente-7 (C7: 
component 7). Es wurde im weiteren Verlauf nur noch mit dem Klon 11-23 weiter gearbeitet. 
C7 ist ein Plasmaprotein und eine der fünf Komplement Komponenten (C5b, C6, C7, C8 und 
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C9) die zusammen den Membranangriffkomplex (MAC: membran attack complex) bilden 
und eine Rolle in der Immunabwehr übernehmen.  
Bei Klon 16-50 handelt es sich um den Natriuretische Peptid Rezeptor 1 (NPR1), ein 
Membranprotein. Das cDNS-Fragment, das sich in Klon 16-50 befindet kodiert für die 
Aminosäuren 985 bis 1010, die cytoplasmatisch lokalisiert sind. Zudem ist von NPR1 
bekannt, dass es in hohem Maße in der Niere exprimiert wird [Lowe et al., 1989]. 
Zwei Klone, die durch ihr Wachstum auf hoch-stringentem Medium und die Expression von 
α-Galactosidase auffielen, zeigten im initialen ONPG-Tests schwache Expression von β-
Galactosidase. Die Sequenzierungen ergaben, dass es sich um cDNS-Fragmente von 
Uromodulin (Klon 6-19) und OFD1 (oral facial digital syndrome 1) (Klon 18-18) handelte. 
Weiterhin zeigte sich, dass sich neben Exon- auch kurze Intronsequenz in dem Uromodulin-
Klon befand. Da Mutationen in Uromodulin sowohl für MDCK2 als auch für 
glomerulozystische Nierenerkrankungen verantwortlich gemacht werden, ist dieses Protein 
von besonderem Interesse bei der Untersuchung von möglichen Interaktionspartnern von 
Polyduktin.  
Bei OFD1 lag eine Leserahmverschiebung vor. OFD1 ist in das oral fazial digital Syndrom 1 
involviert. Diese Erkrankung zeichnet sich unter anderem dadurch aus, dass die Patienten 
Nierenzysten entwickeln. Zudem ist von dem Protein bekannt, dass es an den Zilien 
lokalisiert, wie viele der Proteine, die in polyzystische Nierenerkrankungen mutiert sind. 
Zudem gibt es Vermutungen, dass OFD1 mit Polyduktin direkt interagiert (C. Bergmann, AG 
Zerres, persönliche Mitteilung). Aus diesem Grund wurden Uromodulin und OFD1 für 
weitere Experimente ausgewählt.  
In Tabelle 3.1 ist ein Übersicht über die verschiedenen Klone, deren Homologie zu bekannten 
Proteinen und deren Expressionsort sowie Lokalisation dargestellt. 
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Tab. 3.1: Übersicht der potentiell positiven Klonen  
Klon-
Nr. 
Homologie 
(Nucleotid-Angaben relativ 
zum Translationsstartpunkt) 
Lokalisation Expressionsort 
6-19 Uromodulin  
nt 1255-1331  
Über GPI extrazellulär an 
Membran gebunden [Rindler et al. 
1990; Cavallone et al., 2001], 
Cytoplasma [Peach et al., 1988; 
Rindler et al. 1990; Hodaňová, 2005]  
Niere: aufsteigender Ast der 
Henle-Schleife, distaler Tubulus 
[Peach et al., 1988; Sikri et al., 19791] 
8-28 Mixed lineage leukaemia 
translocated to 10 
(MLLT10)  
nt 688-1051  
Nukleus [Linder et al., 2000; Linder 
et al., 1998] Cytoplasma [Linder et 
al., 1998] 
Niere, Gehirn [Linder et al., 19982],  
Thymus, Testis [Linder et al., 1998; 
Chaplin et al., 1995] Ovar, Kolon, 
periphere Blut-Lymphozyten 
[Chaplin et al., 1995] 
11-23/ 
14-18 
Complement component 7 
(C7)  
nt 1933-3918  
Plasmaprotein, mit vier weiteren 
Proteinen (C5b, C6, C8 und C9) 
bildet es einen Proteinkomplex 
(Membrane attack complex, 
MAC). C7 ermöglicht den Einbau 
des MACs in der Membran. 
[Thompson und Lachmann, 1970; 
Preissner et al., 1985]  
Leber [Würzner et al., 1994; 
Naughton et al., 1996], Gehirn 
[Gasque et al., 1995], Endothel 
[Langeggen et al. 2000],  
Knochenmark [Naughton et al., 
1996], Monocyten [Hetland et al., 
1986], Alveolarmakrophagen [Het-
land et al., 1987], Fibroblasten 
[Garred et al., 1990] 
13-21 Cytochrome P450 1B1 
nt 2462-4083  
Nukleus, in proximalen und 
distalen Tubuli der Niere und 
sekretorischen Zellen der 
Brustdrüse auch im Cytoplasma 
[Muskhelishvili et al., 2001] 
Niere, Gehirn, Prostata, Brust, 
Gebärmutterhals, Uterus, Ovar, 
Lymphknoten [Muskhelishvili et al., 
2001] 
15-26 Collagen Type IV α2-
Kette  
nt 5780-5975  
Basalmembran [Timpl et al., 19812] In allen Basalmembranen [Kleppel 
et al., 1989] 
16-50 Natriuretic Peptid 
Receptor 1 
(NPR1)  
nt 2953-3031  
Zellmembran [Hirsch et al., 2001] Niere: Sammelrohre, Henle-
Schleife [Hirsch et al., 2001], 
Nebenniere, Fettgewebe, Krumm-
darm, Plazenta [Lowe et al., 1989], 
Lunge, Aorta [Nagase et al., 19973], 
Gehirn [Herman et al., 19963], 
vaskuläre glatte Muskulatur [Suga 
et al., 19923]  
18-28 Oral facial digital 
syndrome 1 (OFD1)  
nt 2390 ~ 3300  
Zentrosomen [Romio et al. 2004], 
Nukleus [Giorgio et al., 2007] und 
primäre Zilien [Romio et al., 2004; 
Giorgio et al., 2007] 
Niere: proximale Tubuli, distale 
Tubuli und Sammelrohre [Romio et 
al., 2004], Lunge, Gehirn, Herz 
[Conciliis et al., 1998; Romio et al., 
2003], Skelettmuskel, Leber, 
Plazenta, Pankreas, [Conciliis et al., 
1998], Zunge, Gliedmaßen, Darm 
[Romio et al., 2003]  
Dargestellt sind die sechs Transformanten, welche einen hohe β-Galactosidase-Aktivität zeigten, sowie UMOD und OFD1. 
Die Homologie zu bekannten Proteinen, Expressionsort und Lokalisation, sind ebenfalls in der Tabelle dargestellt.  
 
 
Daten aus: 1 Hamstergewebe; 2 Mausgewebe; 3 Rattegewebe 
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3.  Untersuchung  der  potentiellen  Interaktion  zwischen  Polyduktin  und 
OFD1 
 
3.1   Klonierung verschiedener OFD1-Mutanten und der vollständigen cDNS 
Für die Untersuchung, ob eine Interaktion zwischen Polyduktin und OFD1 vorliegt, wurde der 
cDNS-Klon IRAMp995O172Q2 vom RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum für 
Genomforschung GmbH) bezogen.  
Eine PCR mit den Oligonukleotiden „OFD1 ApaI 1 for“ und „OFD1 AS 1012 rev“ 
amplifizierte die vollständige cDNS, welche in den pCRII-TOPO-Vektor ligiert wurde. 
Zunächst musste eine ApaI-Schnittstelle in den pACT2-Vektor durch Einfügen der 
Oligonukleotide „EcoRI-ApaI-PacI for und rev“, eingebracht werden. Das so erhaltene 
Plasmid wurde pACT2-ApaI genannt. Nach Restriktion mit ApaI und PacI wurde die 
vollständige OFD1-cDNS aus pCRII-TOPO ausgeschnitten und im Leserahmen hinter die 
Aktivierungsdomäne von GAL4 in pACT2-ApaI kloniert.  
Die Mutanten wurden ebenfalls über eine PCR-Amplifikation hergestellt und in pCRII-TOPO 
zwischenkloniert. Nach Restriktion mit EcoRI und PacI wurden die verschiedenen cDNS-
Bereiche in den pACT2-Vektor ligiert.  
Abbildung 3.4 zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen OFD1-Mutanten, die 
hergestellt wurden, sowie ihre Bezeichnung. Weiterhin sind die verschiedenen Domänen des 
Proteins dargestellt. OFD1 enthält ein LisH-Domäne und fünf Coiled-coil-Domänen 
[Conciliis et al., 1998]. Die LisH-Domäne wird in vielen eukaryotischen Proteinen gefunden 
und vermittelt Dimerisierung und Tetramerisierung. Zudem führen Mutationen in dieser 
Domäne zu einer falschen Lokalisation des Proteins [Gerlitz et al., 2005]. Coiled-coil-
Domänen dagegen ermöglichen Protein-Protein-Interaktionen. In OFD1 erfüllen sie zudem 
eine Rolle bei der Lokalisation des Proteins an die Zentrosome [Romio et al., 2004]. 
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3.2   ONPG-Test 
Die verschiedenen OFD1-Mutanten, sowie die vollständige OFD1-cDNS wurden jeweils mit 
dem C-Terminus von Polyduktin in S. cerevisae AH109 kotransformiert. Die Transformanten 
wurden anschließend auf niedrig-stringentem Medium angezogen. Schließlich wurde ein 
ONPG-Test durchgeführt. Die Ergebnisse des Tests sind in Abbildung 3.5 dargestellt. Weder 
die Kotransformation des gesamten OFD1-Proteins, noch die der verschiedenen Mutanten 
hatte eine β-Galactosidase-Aktivität zur Folge, die über der Negativkontrolle lag.  
 
 
 
 
 
pACT2-OFD1 AS 1-1012 
pACT2-OFD1 AS 560-956 
pACT2-OFD1 AS 705-1012 
pACT2-OFD1 AS 797-956 
pACT2-OFD1 AS 797-1012 
LisH-Domäne 
Coiled-coil-Domäne 
797 956 
1 1012
956
1012
956
1012797
560
705
797
Peptid aus der cDNS-Bibliothek  
Abb. 3.4: Schematische Übersicht der OFD1-Mutanten 
Es wurden fünf verschiedene Fusionskonstrukte der OFD1-cDNS Fragmente und der Aktivierungsdomäne von 
GAL4 hergestellt. Das Schema zeigt die resultierenden Proteine (Aktivierungsdomäne von GAL4 nicht gezeigt) 
und deren Domänen. Die Zahlen beziehen sich auf die Anfangs- und End-Aminosäuren der jeweilige OFD1-
Fragmente. Die rote Region symbolisiert die LisH-Domäne und die blaue Region die Coiled-coil-Domäne.  
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Abb. 3.5: ONPG-Test zum Nachweis der potentiellen Interaktion der OFD1-Mutanten mit dem C-
Terminus von Polyduktin 
Die links dargestellten GAL4-OFD1-cDNS-Fusionskonstrukte wurden mit pGBK-hcTerm in S. cerevisae 
AH109 kotransformiert und ihre Interaktionen mittels eines ONPG-Tests ermittelt. Als Positivkontrolle diente 
murines p53 mit SV40 “Large-T”-Antigen welches gleich 100 % gesetzt wurde, alle anderen Werten sind relativ 
zur Positivkontrolle angegeben. Als Negativkontrolle wurde humanes Lamin C mit dem SV40 “Large-T”-
Antigen kotransformiert. Zur Überprüfung möglicher Autoaktivierung wurde der C-Terminus von Polyduktin 
mit dem pGADT7-Vektor kotransformiert.  
Die roten Balken stellen die jeweilige relative β-Galactosidase-Aktivität dar. Die rote Region symbolisiert die 
LisH-Domäne und die blaue Region die Coiled-coil-Domäne. Der Mittelwert sowie die Standardabweichung 
beziehen sich jeweils auf zwei unabhängige Versuche in Triplikaten. 
 
 
Obwohl OFD1 in der Niere exprimiert ist und als putativer Interaktionspartner interessant 
wäre, konnte im ONPG-Test keine Interaktion mit dem C-Terminus von Polyduktin 
nachgewiesen werden. Spätere Homologievergleiche mit verfügbaren Datenbanken zeigten, 
dass der von RZPD erworbene Klon IRAMp995O172Q2 eine Deletion von 40 Aminosäuren 
aufweist. Diese Deletion betrifft die Aminosäuren 313 bis 352 und es kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass sich in diesem Bereich die Interaktionsoberfläche befindet. 
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4.  Untersuchung der potentiellen Interaktion zwischen Polyduktin und 
NPR1 
 
4.1   Klonierung verschiedener NPR1-Mutanten 
Um eine mögliche Interaktion zwischen NPR1 und Polyduktin zu prüfen und die Region der 
Interaktion einzugrenzen, wurden verschiedene NPR1-Mutanten kloniert. Hierzu wurde der 
cDNS-Klon IRAKp961A12133Q2 vom RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum für 
Genomforschung GmbH) erworben.  
Mittels PCR wurden verschiedene Bereiche der cDNS mit Hilfe der Oligonukleotide „NPR1 
AS 705 for“ und „NPR1 AS 1010 rev“; „NPR1 AS 763 for“ und „NPR1 AS 1061 rev“; 
„NPR1 AS 985 for“ mit „NPR1 AS 1010 rev“, sowie „NPR1 AS 985 for“ mit „NPR1 AS 
1061 rev“ amplifiziert. Die Fragmente wurden nach der Amplifikation in den pCRII-TOPO-
Vektor ligiert. Durch Restriktion mit den Enzymen EcoRI und XhoI wurde der cDNS-Bereich 
aus pCRII-TOPO herausgeschnitten und in den pACT2-Vektor ligiert, so dass jeweils ein 
Fusionsprotein aus der NPR1-Mutante und der Aktivierungsdomäne von GAL4 kodiert 
wurde.  
Eine schematische Darstellung der verschiedenen Mutanten, sowie ihre Bezeichnung ist Abb. 
3.6 zu entnehmen. Zudem sind die verschiedenen Domänen des Proteins angegeben. NPR1 
hat eine Transmembrandomäne. Der extrazelluläre N-Terminus bildet einen ligandenbindende 
Domäne, wohingegen der cytoplasmatische Teil eine Kinase-Homologie-Domäne, eine 
Coiled-coil-Domäne und eine Guanylyl-cyclase-Domäne enthält.  
Der Guanylyl-cyclase-Domäne katalysiert die Bildung von cyclischem GMP. Diese 
katalytische Aktivität wird durch die Kinase-Homologie-Domäne reguliert, welche eine 
Konformationsänderung nach Ligandenbindung hervorruft. Die Coiled-coil-Domäne 
ermöglicht eine Proteindimerizierung, die essentiell für die katalytische Aktivität ist 
[zusammengefasst in: Kuhn, 2003]. 
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4.2   β-Galactosidase-Aktivität 
Die verschiedenen Mutanten wurden jeweils mit dem C-Terminus von Polyduktin in S. 
cerevisae AH109 kotransformiert. Nach der Transformation wurden die Klone auf niedrig-
stringentem Medium kultiviert. Sowohl der β-Galactosidase-Filter-Test als auch der ONPG-
Test (siehe Abb. 3.7) ergab, dass für die Fusionsproteine eine gegenüber der Negativkontrolle 
signifikant erhöhte β-Galactosidase-Aktivität nachweisbar war.  
 
 
 
 
 
 
 
705 
1061 
985 1010 
1010 985 
Peptid aus der cDNS-Bibliothek  
NPR1 
1010 
Ligandenbindende Domäne 
Transmembrandomäne
Coiled-coil-Domäne
Guanylyl-cyclase-Domäne
763 
985 
Kinase-Homologie-Domäne 
1 1061 
 pACT2-NPR1 AS 705-1010 
 pACT2-NPR1 AS 763-1061 
pACT2-NPR1 AS 985-1010 
pACT2-NPR1 AS 985-1061 
1061 
Abb. 3.6: Schematische Darstellung der NPR1-Mutanten 
Dargestellt sind das komplette NPR1-Protein mit den verschiedenen Domänen, sowie die verschiedenen 
Mutanten, die hergestellt wurden (GAL4-Aktivierungsdomäne nicht gezeigt). Die Zahlen entsprechen der 
Anfangs- und End-Aminosäure der NPR1-Fragmente. Die Domänen sind farblich markiert und in der Abbildung 
genannt. 
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Abb. 3.7: ONPG-Test zum Nachweis der Interaktion zwischen den NPR1-Mutanten und dem C-
Terminus von Polyduktin 
Graphische Darstellung der gemessenen β-Galactosidase-Aktivität. Die links schematisch dargestellten 
NPR1-Mutanten wurden mit dem C-Terminus von Polyduktin in S. cerevisae AH109 kotransformiert und auf 
niedrig-stringentem Medium angezogen. Anschließend wurde einen ONPG-Test durchgeführt. Als 
Positivkontrolle wurde die Interaktion zwischen murinem p53 und SV40 “Large-T”-Antigen verwendet, 
welche 100 % gesetzt wurde. Alle andere Angaben sind relativ zur Positivkontrolle angegeben. Als 
Negativkontrolle fungierte humanes Lamin C mit SV40 “Large-T”-Antigen. Zur Überprüfung der 
Autoaktivierung wurde pGBK-hcTerm mit pGADT7 kotransformiert.  
Rote Balken stellen die jeweilige relative β-Galactosidase-Aktivität dar. Die verschiedenen Domänen sind 
farbig markiert und in der Abbildung genannt. Mittelwerte und Standardabweichungen beziehen sich auf 
zwei unabhängige Experimente in Triplikaten. 
 
 
Alle Fusionsproteine zeigen im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikant höhere β-
Galactosidase-Aktivität, so auch das Fusionsprotein das die Aminosäuren 985 bis 1010 
umfasst, die dem aus der cDNS-Bibliothek isolierten Peptid entsprechen. Die Aminosäuren 
985 bis 1061 umfassen einen Teil der Guanylyl-cyclase-Domäne. Dies zeigt, dass weder die 
ligandenbindende Domäne, noch die Kinase-Homologie-Domäne oder die Coiled-coil-
Domäne für die Bindung essentiell sind.  
Diese Daten zeigen, dass die Aminosäuren 985 bis 1010 von NPR1 ausreichend sind für eine 
Interaktion mit dem C-Terminus von Polyduktin. 
 
 
 
 81
III. Ergebnisse 
4.3   α-Galactosidase-Aktivität 
Um die schwache Interaktion in dem β-Galactosidase-Test zu bestätigen wurde ein α-
Galactosidase-Aktivitäts-Test durchgeführt. Im Gegensatz zur β-Galactosidase wird α-
Galactosidase von Hefen ins Medium abgegeben. Dies ermöglicht die Untersuchung der α-
Galactosidaseexpression direkt auf den Agarplatten. Die NPR1-Mutanten wurden mit pGBK-
hcTerm in S. cerevisae AH109 kotransformiert und anschließend auf mittel-stringentem 
Medium kultiviert (Abb. 3.8). Die beiden Fusionsproteine, welche die Aminosäure 985 bis 
1010 bzw. 985 bis 1061 von NPR1 enthalten, zeigen eine deutliche Blaufärbung. Bei den 
beiden anderen NPR1-Fusionsproteinen ist eine leichte Blaufärbung im Vergleich zur 
Negativkontrolle zu erkennen. 
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Abb. 3.8: Nachweis der Interaktion zwischen den NPR1-Mutanten und dem C-Terminus 
von Polyduktin mittels einen α-Galactosidase-Aktivitäts-Test 
NPR1-Mutanten wurden mit pGBK-hcTerm in S. cerevisae AH109 kotransformiert und 
anschließend auf mittel-stringentes Medium mit X-α-Gal überimpft. Als Positivkontrolle 
diente die Interaktion zwischen murinem p53 und SV40 “Large-T”-Antigen, als 
Negativkontrolle humanes Lamin C und SV40 “Large-T”-Antigen. Die Autoaktivierung 
kontrolliert, indem pGBK-hcTerm mit pGADT7 kotransformiert wurde. 
 
 
Die Daten der der β- und α-Galactosidase-Tests sind im Einklang miteinander. Sie bestätigen, 
dass die Aminosäuren 985 bis 1010 von NPR1 ausreichend sind um eine Interaktion mit dem 
C-Terminus von Polyduktin einzugehen. 
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5.  Untersuchung der potentiellen Interaktion zwischen Polyduktin und C7 
 
5.1   Klonierung der kompletten C7-cDNS und einer Mutanten 
Die Aminosäuren 645 bis 843 von C7, die sich in Klon 11-23 befanden, zeigten eine starke β-
Galactosidaseexpression im Hefe-zwei-Hybrid-Screen (siehe Abb. 3.3). Um die Interaktion 
von C7 mit Polyduktin zu bestätigen und auf eine bestimmte Proteinregion einzugrenzen, 
wurde die komplette cDNS von C7, sowie der Bereich, der die Aminosäuren 335 bis 843 
kodiert, amplifiziert. Hierzu wurde der cDNS-Klon IRATp970E0794D6 vom RZPD 
(Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH) verwendet.  
Mit den Oligonukleotiden „C7 AS 1 for“ und „C7 AS 843 rev“ wurde mittels PCR die 
komplette cDNS von C7 amplifiziert und in den pCRII-TOPO-Vektor ligiert. Die 
Oligonukleotide „C7 AS 335 for“ und „C7 AS 843 rev“ wurden verwendet, um die cDNS, 
die für die Aminosäuren 335 bis 843 kodiert, zu amplifizieren und ebenfalls in den pCRII-
TOPO-Vektor zu klonieren. Mit dem Oligonukleotid „EcoRI-PacI-XhoI if for und rev“ 
wurde zu diesem Zweck in den pACT2-Vektor eine PacI-Schnittstelle eingefügt. Nach 
Ausschneiden der cDNS-Bereiche aus pCRII-TOPO mit den Enzymen PacI und XhoI 
wurden diese im Leserahmen in den pACT2-Vektor ligiert.  
Abb. 3.9 zeigt die verschiedenen Konstrukte, sowie die Proteindomänen, die sie umfassen. 
C7 enthält zwei Thrombospondin-Typ1-Wiederholungen [Hobart et al., 1995]. Eine Rolle für 
diese Domäne wurde bei der Apoptose [Guo et al., 1997] und der Inhibition der Angiogenese 
[Iruela-Arispe et al., 1999] nachgewiesen. Weiterhin hat es eine LDLa (low density 
lipoprotein)-Domäne, die ein Bindestelle für Calcium und LDL darstellt. Die 
Membranangriffkomplexes/Perforin-Domäne ist eine Domäne, die den verschiedenen 
Komponenten des Membranangriffkomplexes gemeinsam ist. Das Protein enthält zudem 
zwei „Short complement like repeats“. Diese Domänen kommen bei Komplementproteinen 
und Adhäsionsproteinen vor. Zusätzlich kommen zwei Faktor-I-Membranangriffskomplex-
Domänen vor [Hobart et al., 1995]. 
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Abb. 3.9: Schematische Darstellung der C7-Mutanten und deren Proteindomänen 
Es wurde zwei verschiedene Fusionskonstrukte von C7-cDNS Fragmenten und der Aktivierungsdomäne von 
GAL4 hergestellt. Das Konstrukt „pACT2-C7 AS 645-843“ entspricht der cDNS, die aus Klon 11-23 isoliert 
wurde. Das Schema zeigt die resultierenden Proteine (Aktivierungsdomäne von GAL4 nicht gezeigt) und deren 
Domäne. Die Zahlen entsprechen der ersten bzw. letzten Aminosäure der jeweilige C7-Fragmente. Die 
verschiedenen Domänen sind farblich markiert und in der Abbildung genannt. 
 
 
5.2   β-Galactosidase-Aktivität 
Um die β-Galactosidase-Aktivität zu überprüfen wurden die C7-Mutanten jeweils mit dem C-
Terminus von Polyduktin in S. cerevisae AH109 kotransformiert und auf niedrig-stringentem 
Medium kultiviert. Anschließend wurde ein β-Galactosidase-Filter-Test und ein ONPG-Test 
(siehe Abb. 3.10) durchgeführt.  
Das Fusionsprotein mit den Aminosäuren 645 bis 843 von C7, die die beiden Faktor-I-
Membranangriffskomplex-Domänen und einen Teil der letzten „short complement like 
repeats“-Domäne enthält, führte zu einer hohen β-Galactosidase-Aktivität, die etwa 60 % der 
Positivkontrolle entsprach. Des Weiteren zeigte das C7-Fragment mit den Aminosäuren 335 
bis 843 von C7 etwa die doppelte Aktivität der Negativkontrolle. Dieses Fragment umfasst 
einen Teil der Membranangriffskomplex/Perforin-Domäne, einen Teil der zweiten 
Thrombospondin-Typ-I-Domäne und sowohl beide „short complement like repeats“-
Domänen als auch beide Faktor-I-Membranangriffskomplex-Domänen. Im Gegensatz dazu 
bewirkte das vollständige C7 keine erhöhte Aktivität. Dies bedeutet, dass die LDLa-Domäne 
so wie die beide Thrombospondin-Typ-I-Domänen, der Membranangriffskomplex/Perforin-
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Domäne und der erste der „short complement like repeats“-Domänen nicht für eine Bindung 
mit Polyduktin benötigt werden. 
% 0 20 40 60 80 100 120
pGBKT753 +pGADT7T
pGBKT7Lam + pGADT7 T
pGBK-hcTerm + pGAD-T7
pGBK-hcTerm + pAct2-C7-1-843
pGBK-hcTerm + pAct2-C7-335-843
pGBK-hcTerm + pAct2-C7-645-843
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
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LDLa-Domäne Faktor I-Membranangriffskomplex-Domäne 
Abb. 3.10: ONPG-Test zum Nachweis der Interaktion zwischen den C7-Mutanten und dem C-Terminus 
von Polyduktin 
Ein ONPG-Test wurde mit Hefeklonen durchgeführt, welche mit pGBK-hcTerm und den C7-Mutanten oder der 
kompletten C7-cDNS kotransformiert wurden. Als Postivkontrolle wurde die Interaktion zwischen murinem p53 
und SV40 “Large-T”-Antigen verwendet. Diese wurde 100 % gesetzt und alle andere Ergebnisse relativ hierzu 
angegeben. Als Negativkontrolle diente humanes Lamin C und SV40 “Large-T”-Antigen. Weiterhin wurde 
pGBK-hcTerm mit pGADT7 kotransfomiert als Kontrolle für Autoaktivierung. 
Die roten Balken stellen die jeweilige relative β-Galactosidase-Aktivität dar. Die verschiedenen Proteindomänen 
sind farblich markiert und in der Abbildung genannt. Mittelwert und Standardabweichung beziehen sich auf zwei 
unabhängige Experimente. Dabei wurden zwei unabhängige Hefetransformanten jeweils in Triplikaten getestet. 
 
 
Die Daten der β-Galactosidase-Test zeigen, dass einen Interaktion von C7 mit Uromodulin 
stattfindet. Diese Interaktion wird über die Aminosäuren 645 bis 843 von C7 vermittelt. 
 
 
5.3   α-Galactosidase-Aktivität 
Um die Interaktion zwischen C7 und dem C-Terminus von Polyduktin zu verifizieren wurde 
die Expression ein weiteren Reportergens, MEL1, geprüft. Hierzu wurde einen α-
Galactosidase-Aktivitäts-Test durchgeführt. Nach Kotransformation der C7-Mutanten mit 
dem C-Terminus von Polyduktin wurden die Klone auf mittel-stringentes Medium 
ausgestrichen, welches X-α-Gal enthielt (siehe Abb. 3.11). Die Klone, welche mit der 
kompletten cDNS von C7 und Polyduktin transformiert wurden, waren nicht in der Lage, α-
 85
III. Ergebnisse 
Galactosidase zu exprimieren. Eine deutliche Blaufärbung war bei den Klonen, welche für 
die Aminosäure 335 bis 843 bzw. 645 bis 843 von C7 kodieren, nachzuweisen. 
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Abb. 3.11: Nachweis der Interaktion zwischen den C7-Mutanten und dem C-
Terminus von Polyduktin mittels ein α-Galactosidase-Aktivitäts-Test 
Eine Kotransformation der C7-Mutanten und pGBK-hcTerm wurde in S. cerevisae 
AH109 vorgenommen und die Klone anschließend auf mittel-stringentes Medium mit 
X-α-Gal überimpft. Als Positivkontrolle diente die Interaktion zwischen murinem p53 
und SV40 “Large-T”-Antigen, als Negativkontrolle humanes Lamin C und SV40 
“Large-T”-Antigen. Autoaktivierung wurde kontrolliert, indem pGBK-hcTerm mit 
pGADT7 kotransformiert wurde.  
 
Übereinstimmend mit dem quantitativen ONPG-Test, konnte gezeigt werden, dass die 
Aminosäuren 645 bis 843 von C7 ausreichend für einen Interaktion mit dem C-Terminus von 
Polyduktin sind. 
 
 
5.4   GST-Proteininteraktionsstudien 
Um die Interaktion zwischen C7 und Polyduktin zu überprüfen, wurden GST-
Proteininteraktionsstudien durchgeführt. Hierzu wurde zunächst ein Startcodon und die 
Sequenz für ein Myc-Epitop in das Expressionsplasmid pCMX mittels eines Oligonukleotids 
eingebracht. Anschließend wurde die cDNS, die für die Aminosäuren 645 bis 843 von C7 
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kodiert, mit PacI und XhoI aus pACT2-C7 AS 645-843 ausgeschnitten und in diesen pCMX-
Myc-PacI-Vektor ligiert. Das resultierende Plasmid wurde als pCMX-Myc-C7 AS 645-843 
bezeichnet. Mit pCMX-Myc-C7 AS 645-843 wurde eine gekoppelte in vitro 
Transkriptions/Translationsreaktion in Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin 
durchgeführt. Ein GST-Fusionsprotein mit den Aminosäuren 3880 bis 4074 von Polyduktin 
wurde an Sepharose immobilisiert und mit dem Translatat inkubiert. Zur Kontrolle wurde 
GST alleine immobilisiert und mit dem Translatat inkubiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12: Nachweis der Interaktion von C7 AS 645-
843 mit dem C-Terminus von Polyduktin 
Ein GST-Fusionsprotein der Aminosäuren 3880 bis 4074 
von Polyduktin (GST-PKHD1-c-term) bzw. GST alleine 
(GST) wurde an Sepharose gekoppelt und mit dem 
radioaktiv markierten C7-Fragment (Aminosäure 645 bis 
843) inkubiert. Es wurden gleiche Proteinmengen des 
Fusionsproteins und von GST immobilisiert. Die 
elektrophoretische Auftrennung erfolgte auf einem 15 % 
PAA-Gel, Exposition 5 Tage. 
Die Zahlen geben das Molekulargewicht in Kilodalton 
(KD) an. Auf den Gel wurden 10 % des 35S markierten 
Proteins, (Input C7 AS 645-843) zum Größenvergleich 
aufgetragen. Die Abbildung ist exemplarisch für drei 
unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
 
In Übereinstimmung mit den in vivo Hefeexperimenten bindet das C7-Proteinfragment, das 
die Aminosäuren 645 bis 843 umfasst, in vitro an den C-Terminus von Polyduktin. Die 
Protein-Protein-Interaktion wird spezifisch durch die C7 Aminosäuren 645 bis 843 und nicht 
durch den GST-Anteil im Fusionsprotein hervorgerufen, da das GST-Protein nicht mit C7 
interagiert. 
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6.  Untersuchung der potentiellen Interaktion zwischen Polyduktin und         
Uromodulin 
 
6.1   Klonierung der kompletten Uromodulin-cDNS und verschiedener Mutanten 
Zur Klonierung verschiedener Uromodulin-Mutanten wurde der cDNS-Klon 
IRAUp969G0689D6, der die komplette Uromodulin-cDNS enthält, vom RZPD (Deutsches 
Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH) bezogen.  
Mit den Oligonukleotiden „UMOD AS 1 for“ und „UMOD AS 640 rev“ wurde die 
vollständige UMOD-cDNS amplifiziert. Mit Hilfe folgender Oligonukleotidpaare wurden 
verschiedene Mutanten hergestellt: „UMOD AS 158 for“ und „UMOD AS 444 rev“; „UMOD 
AS 298 for“ und „UMOD AS 557 rev“; „UMOD AS 419 for“ und „UMOD AS 444 rev“ 
sowie „UMOD AS 419 for“ und „UMOD AS 640 rev“.  
Alle cDNS-Bereiche wurden in pCRII-TOPO kloniert und anschließend mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und XhoI ausgeschnitten, und in pACT2 hinter der 
Aktivierungsdomäne von GAL4 in den Leserahmen ligiert.  
Eine schematische Darstellung der verschiedenen Uromodulin-Mutanten, des vollständigen 
Proteins und der Proteindomänen, sowie die Bezeichnung der hergestellten Plasmide ist in 
Abb. 3.13 dargestellt. Uromodulin hat vier verschiedene EGF-ähnliche Domänen. Die EGF-
Domäne enthält sechs konservierte Cys-Reste, die Disulfidbrücken bilden [Wolf et al., 
2003b]. Eine weitere Domäne, deren Funktion noch unbekannt ist, enthält acht Cys-Reste, die 
vermutlich auch Disulfidbrücken bilden [Yang et al., 2004]. Als letzte Domäne besitzt 
Uromodulin eine Zona Pellucida-Domäne. Diese ermöglicht dem Protein Filamente zu bilden 
[Jovine et al., 2002]. 
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Abb. 3.13: Schematische Darstellung des kompletten Uromodulin Proteins sowie verschiedener Mutanten 
Gezeigt ist das komplette Uromodulin und dessen Proteindomänen. Außerdem sind die verschiedenen 
hergestellten Uromodulin-Mutanten und die Proteindomänen, die sie umfassen, dargestellt 
(Aktivierungsdomäne von GAL4 nicht gezeigt). Die Anfangs- bzw. End-Aminosäure der jeweilige Uromodulin-
Fragmente sind mit Zahlen angegeben. Die verschiedenen Domänen des Proteins sind farbig markiert und in der 
Abbildung genannt. 
 
 
6.2   β-Galactosidase-Aktivität 
Für die Durchführung eines ONPG-Tests wurden die verschiedenen Mutanten jeweils 
gemeinsam mit dem C-Terminus von Polyduktin in S. cerevisae AH109 kotransformiert. Die 
Transformanten wurden auf niedrig-stringentem Medium kultiviert.  
Ein β-Galactosidase-Filter-Test und ein ONPG-Test (Abb. 3.14) wurden durchgeführt. Die 
Kotransformation von Polyduktin mit den Aminosäurebereichen 158 bis 444, 298 bis 557 und 
419 bis 444 von Uromodulin ergab eine deutliche Interaktion, gemessen an der β-
Galactosidase-Aktivität im Vergleich zur Negativkontrolle. Dabei fehlten Uromodulin AS 
158-444 die ersten drei EGF-ähnlichen Domänen, sowie die GPI-Ankerstelle an Position 614. 
Uromodulin AS 298-557 fehlte neben den ersten drei EGF-ähnlichen Domänen und der GPI-
Ankerstelle auch die zentrale Domäne des Uromodulin. Uromodulin AS 419-444 enthielt nur 
noch einen Teil der Zona Pellucida-Domäne. Die Aminosäuren 419 bis 640 von Uromodulin, 
die ein Teil der Zona Pellucida-Domäne und der GPI-Ankerstelle umfassen, hatten eine nur 
geringfügig erhöhte β-Galactosidase-Aktivität. Die vollständige cDNS von Uromodulin zeigt 
keine signifikante β-Galactosidase-Aktivität. 
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Abb. 3.14: ONPG-Test zum Nachweis der Interaktion zwischen den Uromodulin-Mutanten und dem C-
Terminus von Polyduktin 
Für die Durchführung des ONPG-Tests wurde S. cerevisae AH109 mit den links schematisch dargestellten 
Uromodulin-Mutanten und pGBK-hcTerm kotransformiert. Als Positivkontrolle diente murines p53 mit SV40 
“Large-T”-Antigen. Die Aktivität dieser Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt und alle anderen Werte relativ 
hierzu bezogen. Als Negativkontrolle wurde humanes Lamin C mit SV40 “Large-T”-Antigen verwendet. Zur 
Kontrolle der Autoaktivierung wurde pGBK-hcTerm mit pGADT7 kotransformiert.  
Die roten Balken stellen die relative β-Galactosidase-Aktivität der jeweiligen Transformanten dar. Die 
verschiedenen Proteindomänen sind farbig markiert und in der Abbildung genannt. Mittelwert und 
Standardabweichung beziehen sich auf drei unabhängige Experimente. Dabei wurden zwei unabhängige 
Hefetransformanten jeweils als Triplikate getestet. 
 
 
Die β-Galactosidase-Aktivitäts-Tests zeigen, dass eine starke Interaktion der Fusionsproteine, 
die die Aminosäuren 419 bis 444, 298 bis 557 und 158 bis 444 von Uromodulin enthalten, mit 
dem C-Terminus von Polyduktin stattfindet. Für das Fusionsprotein, das die Aminosäuren 
419 bis 640 umfasst, wurde in Vergleich zu der Negativkontrolle eine signifikante Steigerung 
der β-Galactosidase-Aktivität nachgewiesen. Dieses Fusionsprotein zeigt somit ebenfalls eine 
Interaktion mit dem C-Terminus von Polyduktin. Diese Ergebnisse zeigen, dass weder die 
EGF-ähnliche Domäne, die zentrale Domäne, oder die GPI-Ankerstelle für eine Bindung an 
Polyduktin essentiell sind. 
Mit diesen Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass die Aminosäuren 419 bis 444 
von Uromodulin ausreichend für eine Interaktion zwischen Uromodulin und dem C-Terminus 
von Polyduktin sind.  
 
 
 
 
 90
III. Ergebnisse 
6.3   α-Galactosidase-Aktivität 
Damit die Interaktion bestätigt wird, wurde außerdem die Expression weiterer Reportergene 
überprüft, indem ein α-Galactosidase-Aktivitäts-Test durchgeführt wurde. Für den α-
Galactosidase-Test wurden die Uromodulin-Mutanten mit dem C-Terminus von Polyduktin 
in den Hefestamm S. cerevisae AH109 kotransformiert und anschließend auf mittel-
stringentem Medium mit X-α-Gal kultiviert.  
Wie aus Abb. 3.15 zu entnehmen ist, ist bei den Klonen, die mit Polyduktin und den 
Uromodulin-Aminosäuren 158 bis 444, Aminosäuren 298 bis 557 und Aminosäuren 419 bis 
444 kotransformiert wurden, eine deutliche α-Galactosidase-Aktivität zu erkennen. Eine 
schwache Aktivität war bei den Transformanten vorhanden, die neben Polyduktin die 
Aminosäuren 419 bis 640 von Uromodulin enthielten. Eine Kotransformation des C-
Terminus von Polyduktin mit der kompletten cDNS von UMOD hatte keinen Effekt auf die 
α-Galactosidase-Aktivität.  
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Abb. 3.15: Nachweis der Interaktion zwischen die Uromodulin-Mutanten und Polyduktin 
mittels ein α-Galactosidase-Aktivitäts-Test  
Die verschiedenen UMOD-Mutanten wurden mit pGBK-hcTerm in S. cerevisae AH109 
kotransformiert und auf mittel-stringentes Medium mit X-α-Gal überimpft. Als Postivkontrolle 
diente die Interaktion zwischen murinem p53 und SV40 “Large-T”-Antigen, als 
Negativkontrolle wurde humanes Lamin C und SV40 “Large-T”-Antigen und als Kontrolle auf 
Autoaktivierung pGBK-hcTerm und pGADT7 kotransformiert. 
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Mittels den α-Galactosidase-Aktivitäts-Tests konnten die Ergebnisse des β-Galactosidase-
Aktivitäts-Tests verifiziert werden. Eine Interaktion von dem C-Terminus von Polyduktin 
konnte mit den Fusionsproteinen, die die Aminosäuren 419 bis 444, 298 bis 557 und 158 bis 
444 von Uromodulin enthalten, nachgewiesen werden. Einen schwächere Interaktion konnte 
für das Fusionsprotein von Uromodulin Aminosäuren 419 bis 640 gezeigt werden. 
Diese Ergebnisse bestätigen somit, dass die Aminosäuren 419 bis 444 für eine Interaktion mit 
dem C-Terminus von Polyduktin ausreichen. 
 
 
6.4   GST-Proteininteraktionsstudien 
Um die Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin zu verifizieren, wurde eine GST-
Proteininteraktionsstudie durchgeführt. Hierzu wurden Expressionsplasmide hergestellt, um 
die verschiedenen Uromodulin-Mutanten in vitro zu translatieren. Zunächst wurden mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und XhoI die cDNS-Bereiche der Mutanten aus den jeweilige 
pCRII-TOPO-UMOD-Vektoren ausgeschnitten und in den pCMX-Myc-Vektor ligiert. 
Schließlich wurden die verschiedenen Mutanten in Anwesenheit von radioaktiv markiertem 
Methionin in vitro transkribiert und translatiert. 
Mit einem Molekulargewicht von ca. vier kDa war die Mutante pCMX-Myc-UMOD AS 419-
444 zu klein, um eine Proteininteraktionsstudie durchzuführen, und wurde somit nicht 
verwendet.  
 
 
 
 
 
Abb. 3.16: In vitro Translation verschiedener 
Uromodulin-Mutanten 
Die verschiedenen Mutanten wurden in Anwesenheit 
von radioaktiv markiertem Methionin in vitro 
transkribiert und translatiert. Jeweils 2 bzw. 5 µl der in 
vitro Translatate und 5 µl des leeren pCMX-Myc-
Vektors-Translatats wurden in einem 10 % PAA-Gel 
elektrophoretisch getrennt. Die Exponierung des 
Filmes erfolgte für 3 h. Alle hergestellten Konstrukte 
UMOD AS 1-640 (72 kDa), UMOD AS 158-444 (34 
kDa), UMOD AS 298-557 (30 kDa) und UMOD AS 
419-640 (26 kDa) wurden entsprechend ihrem 
Molekulargewicht translatiert. 
Die Zahlen geben das Molekulargewicht in Kilodalton 
(KD) an. 
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Abbildung 3.16 zeigt, dass alle hergestellten Konstrukte pCMX-Myc-UMOD AS 1-640 (~72 
kDa), pCMX-Myc-UMOD AS 158-444 (~ 34 kDa), pCMX-Myc-UMOD AS 298-557 (~ 30 
kDa) und pCMX-Myc-UMOD AS 419-640 (~ 26 kDa) entsprechend ihrem errechneten 
Molekulargewicht translatiert werden. 
 
Der Vektor pGEX-4T1-c-Term-PKHD1, welcher ein Fusionsprotein aus GST und den 
Aminosäuren 3880 bis 4074 von Polyduktin kodiert, wurde in E. coli transformiert und 
exprimiert. GST-PKHD1-c-Term, oder GST alleine, wurde an Sepharose gekoppelt und 
jeweils mit den radioaktiv markierten Uromodulin-Mutanten pCMX-Myc-UMOD AS 158-
444 bzw. pCMX-Myc-UMOD AS 419-640 inkubiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.17: Proteininteraktionsstudie von Uromodulin mit Polyduktin 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte elektrophoretisch in einem 12 %-igen PAA-
Gel. Von GST-PKHD1-c-Term und GST wurde jeweils die gleiche Menge 
immobilisiert. Immobilisiertes GST-PKHD1-c-Term und GST wurden mit 35S 
markierten Uromodulin-Mutanten, die die Aminosäuren 158 bis 444 (linke 
Abbildung) bzw. 419 bis 640 (rechte Abbildung) umfassen, inkubiert. Die Zahlen 
geben das Molekulargewicht in Kilodalton (KD) an. Auf die Gele wurden 10 % des 
35S-markierten Proteins (Input) zum Größenvergleich aufgetragen. Die Ergebnisse 
sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
In Übereinstimmung mit den in vivo Daten der Hefe-Experimente binden die Aminosäuren 
419 bis 444 von Uromodulin auch in vitro an den C-Terminus von Polyduktin. Diese 
Interaktion wird spezifisch durch den Uromodulin-Anteil im Fusionsprotein und nicht durch 
den GST-Anteil des Fusionsproteins hervorgerufen. 
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Weiterhin wurde das Experiment in umgekehrter Richtung durchgeführt, indem die 
Uromodulin-Mutanten an Sepharose gekoppelt und mit radioaktiv markiertem Polyduktin C-
Terminus inkubiert wurden. Hierzu wurde die Uromodulin-cDNS der verschiedenen 
Mutanten mit den Enzymen EcoRI und XhoI aus dem jeweiligen pCRII-TOPO-Vektor 
ausgeschnitten und in pGEX-4T2 ligiert. Zudem wurde die cDNS, welche für die 
Aminosäure 3881 bis 4074 von Polyduktin kodiert mit den Enzymen EcoRI und BamHI aus 
pGBK-hcTerm isoliert und in den pCMX-Flag-Vektor ligiert.  
Die Fusionsproteine wurden in E. coli Bl21pLysS transformiert, exprimiert und anschließend 
isoliert. Es zeigte sich, dass die Induktion des kompletten Uromodulin-Proteins zu schwach 
war, um genügend Protein für die Proteininteraktionsstudie zu gewinnen. Auch durch 
Variation der Parameter gelang es nicht, die Proteinausbeute zu steigern.  
Die Uromodulin-Fragmente AS 158-444, AS 298-557 und AS 419-640 ließen sich sehr gut 
induzieren, es zeigte sich jedoch, dass die Fusionsproteine unlöslich waren und somit nicht 
für eine Proteininteraktionsstudie geeignet. Die Variation der Parameter, sowie die 
Verwendung verschiedener E. coli-Stämmen konnten die Löslichkeit der Uromodulin-
Mutanten nicht erhöhen.  
Somit konnte die Proteininteraktionsstudie lediglich mit dem Fusionsprotein aus GST und 
den Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin durchgeführt werden. Es wurden gleiche 
Proteinmengen an Uromodulin-Fusionsprotein und GST an Sepharose immobilisiert (Abb. 
3.18 A) und mit 35S-markierten Polyduktin inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abb. 3.18: Proteininteraktionsstudien 
mit Uromodulin und Polyduktin 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte 
elektrophoretisch in einem 10 %-igen 
PAA-Gel. A) Rohlysate mit den 
exprimierten Proteinen wurden an GST-
Sepharose immobilisiert, mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie 
gefärbt. Dies zeigt, dass gleiche 
Mengen Proteine verwendet wurden. B) 
Immobilisiertes GST-UMOD AS 419-
444- bzw. GST-Protein wurde mit dem 
35S-markierten C-Terminus von 
Polyduktin inkubiert. Polyduktin war in 
der Lage an das Fusionsprotein GST-
UMOD AS 419-444 zu binden, bindet 
aber nicht an den GST-Anteil im 
Fusionsprotein.  
A B 
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Wie aus Abb. 3.18 (B) hervorgeht, bindet der C-Terminus von Polyduktin in vitro an die 
Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin. Dies bestätigt die Ergebnisse der 
Hefeexperimente.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Aminosäuren 419 bis 444 für die Bindung von 
Uromodulin an den C-Terminus von Polyduktin ausreichend sind. 
 
 
6.5   Immunohistochemischer Nachweis von Nierenmarkern in Normalgewebe  
und Gewebe aus ARPKD-Patienten  
In der Literatur wird für Polyduktin in adultem Gewebe eine Expression in dem aufsteigenden 
Ast der Henle-Schleife, den distalen Tubuli und Sammelrohren beschrieben [Ward et al., 
2003; Menezes et al., 2004]. In embryonalem Gewebe wurden starke Signale in den 
Ureterknospen und schwächere Signale in den sich entwickelnden Nephronen beobachtet 
[Ward et al., 2003]. Für Uromodulin wird ein Vorkommen im aufsteigenden Ast der Henle-
Schleife, sowie in den distalen Tubuli beschrieben [Sikri et al., 1979; Peach et al., 1988]. Um 
eine Kolokalisation in den Henle-Schleifen und den distalen Tubuli zu bestätigen wurden 
immunohistochemische Untersuchungen mit dem Nierenmarker EMA (Epithelial Membrane 
Antigen) und einem Antikörper gegen hochmolekulare Cytokeratine (34β12) in 
Normalgewebe durchgeführt. In Geweben von ARPKD-Patienten auf Serienschnitten wurde 
immunohistochemisch Untersuchungen für Uromodulin vorgenommen. Mit EMA können die 
Henle-Schleife, distale Tubuli und die Sammelrohre dargestellt werden. Die Sammelrohre 
werden durch 34 β12 markiert. 
In Abbildung 3.19 sind die immunohistochemischen Untersuchungen für gesundes 
Nierengewebe gezeigt. In Abbildung 3.20 werden die Ergebnisse der 
immunohistochemischen Untersuchung auf Nierengewebe von einem Patienten mit einer 
homozygoten Abbruchmutation in Exon 61 (R3482X) repräsentativ für die Daten der 
Untersuchungen an Patientengewebe dargestellt. 
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Abb. 3.19: Immunohistochemische Untersuchung an humanem Nierengewebe auf Serienschnitten
Humanes Nierengewebe eines Embryos der 15. Schwangerschaftswoche (SSW) und adultes Nierengewebe wurden immunohistochemisch auf EMA (A, D) und 
Uromodulin (UMOD, B, E) untersucht. Immunohistochemischer Nachweis von 34β12 in adulten Gewebe (F). HE-Färbung von fetalem Nierengewebe (15. SSW, C) 
Sammelrohre exprimieren EMA an der luminalen Membran (A, D). In den interkalierende Zellen der Sammelrohre wird EMA diffuse cytoplasmatisch exprimiert 
(Pfeilspitze in D). Uromodulin (B, E) und EMA (A, D) kolokalisieren in den Henle-Schleifen und den distalen Tubuli. In den Sammelrohren (Pfeile in D, E und F) die 
durch EMA (D) und 34β12 (F) markiert werden, kann kein Uromodulin (E) nachgewiesen werden. Größenbalken entsprechen in allen Bilder 100 µm.
III. Ergebnisse 
 
 
Abb. 3.20: Immunohistochemische Untersuchung auf humanem Nierengewebe in Serienschnitten
A) Nierengewebe von einem ARPKD-Patienten mit einer homozygoten Mutation in Exon 61 R3482X wurde immunohistochemisch auf Uromodulin-Expression untersucht. 
B) Histomorphologische Darstellung des selben Nierengewebes durch HE-Färbung. Größenbalken entsprechen 100 µm.
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Die immunohistochemischen Untersuchungen für EMA an fötalem Nierengewebe der 15. 
Schwangerschaftswoche weist nach, dass EMA bereits in den tubulären Strukturen dieses 
Stadiums nachgewiesen werden kann (Abb. 3.19 A). An dem selben Nierengewebe konnte 
auch für Uromodulin eine Expression in diesen tubulären Strukturen nachgewiesen werden 
(Abb. 3.19 B). In manchen Strukturen konnte eine Expression von EMA, jedoch nicht von 
Uromodulin beobachtet werden. Es handelt sich hierbei um Strukturen, die sich später zu 
Sammelrohren entwicklen. 
Eine Expression von EMA wurde in adultem Gewebe in den Henle-Schleifen, den distalen 
Tubuli und den Sammelrohren nachgewiesen (Abb. 3.19 D). EMA konnte in den 
Sammelrohren an der luminale Membran nachgewiesen werden. In den interkalierende Zellen 
der Sammelrohren wird EMA difuse im Cytoplasma exprimiert. Uromodulin wird auch in den 
Henle-Schleifen und den distalen Tubuli exprimiert, nicht jedoch in den Sammelrohren, wie 
Abbildung 3.19 E und F zu entnehmen ist, denn Zellen die positiv für 34β12 sind, sind 
negativ für Uromodulin. EMA und Uromodulin kolokalisieren somit sowohl in fötalem (15 
SSW), als auch im adulten Gewebe in den Henle-Schleifen und distalen Tubuli.  
Die Untersuchungen an Nierengewebe von ARPKD-Patienten zeigt, dass Uromodulin in den 
Epithelien der Zysten nachgewiesen werden kann (Abb. 3.20 A). In einem Patienten, mit einer 
homozygoten Abbruchmutation in Exon 61 (R3482X), ist nur noch eine sehr geringe Menge 
an Uromodulin nachweisbar. Uromodulin befindet sich ausschließlich an der apikalen 
Zellmembran, sowohl in den zystisch erweiterten Strukturen, als auch in den nicht erweiterten 
Strukturen. Da Uromodulin jedoch nicht in den Sammelrohren vorkommt, handelt es sich in 
diesem Patienten wahrscheinlich um eine zystische Erweiterung der distalen Tubuli. 
Diese Daten zeigen, dass Uromodulin und Polyduktin in den distalen Tubuli gemeinsam 
exprimiert werden. 
 
 
6.6 Immunohistochemischer Nachweis von Polyduktin und Uromodulin in 
Normalgewebe und von Uromodulin in Gewebe aus ARPKD-Patienten  
In ARPKD ist die terminale Differenzierung der Niere während der Embryonalentwicklung 
gestört. Eine Interaktion von Uromodulin und Polyduktin könnte möglicherweise für die 
terminale Differenzierung von Bedeutung sein. Die Expression von Polyduktin wurde bislang 
nur für humanes fötales Gewebe der 26. Schwangerschaftswoche nachgewiesen [Ward et al., 
2003]. In dieser Arbeit wurde die Expression in humanem Nierengewebe eines Embryos der 
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15. Schwangerschaftswoche untersucht, um zu überprüfen, ob eine Interaktion zwischen 
Uromodulin und Polyduktin bereits während dieses frühen Stadiums der 
Embryonalentwicklung möglich wäre. 
Wenn in vivo eine Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin stattfände, so wäre zu 
erwarten, dass diese Interaktion bei ARPKD-Patienten beeinträchtigt ist, bei denen ein 
trunkiertes Polyduktin-Protein vorliegt. Um dies zu untersuchen, wurde die 
Uromodulinexpression in gesunder Niere verschiedener Entwicklungsstadien (15., 25., 30. 
Schwangerschaftswoche) und adulter Niere, sowie in Nierengewebe von ARPKD-Patienten 
immunohistochemisch untersucht.  
 
 
6.6.1 Immunohistochemischer Nachweis von Polyduktin und Uromodulin in 
Normalgewebe 
Immunohistochemische Untersuchungen für Polyduktin an humanem Nierengewebe der 15. 
Schwangerschaftswoche zeigten erstmals, dass Polyduktin bereits in diesem 
Entwicklungsstadium exprimiert wird. Polyduktin konnte im Cytoplasma und der 
Zellmembran nachgewiesen werden (Abb. 3.21). Die Färbung nahm in Richtung der apikalen 
Plasmamembran zu (Abb. 3.21, Pfeilspitze). 
 
 
Abb. 3.21: Immunohisto-
chemischer Nachweis von 
Polyduktin auf humanem 
Nierengewebe der 15. 
Schwangerschaftswoche 
Bereits in der 15. Schwan-
gerschaftswoche ist eine 
deutliche Polyduktinex-
pression zu beobachten. 
Das Signal ist cytoplas-
matisch und teilweise 
membranär (Pfeile) sicht-
bar, wobei die Expression 
an der apikalen Zell-
membran stärker ist 
(Pfeilspitze). Größenbalken 
entspricht 100 µm.  
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In dieser Arbeit konnte erstmals in der Niere eines gesunden humanen Embryos bereits in der 
15. Schwangerschaftswoche eine starke Uromodulinexpression nachgewiesen werden. Das 
Protein befindet sich an der gesamten Zellmembran der tubulären Strukturen, verstärkt aber 
in der apikalen Membran (Abb. 3.22 Pfeil in A, B und D). In einigen der Zellen sind zudem 
vesikelartige Strukturen im Cytoplasma angefärbt (Abb. 3.22 Pfeilspitze in A, B und C). Bei 
diesen Strukturen handelt es sich um Vesikel, die Uromodulin vom endoplasmatischen 
Reticulum zum Golgi-Apparat und von dort zur Zellmembran transportieren. 
Die immunohistochemischen Untersuchungen von gesundem Nierengewebe humaner 
Embryonen der 25. und der 30. Schwangerschaftswoche ergaben, dass die Expression von 
Uromodulin während der Entwicklung zunimmt. In der 25. SSW konnte eine stärkere 
Expression von Uromodulin beobachtet werden als in der 15. SSW. Von der 25. auf die 30. 
SSW steigerte sich diese Expression nur geringfügig. In beiden Fällen konnte Uromodulin, 
wie in der 15. SSW, an der gesamten Zellmembran nachgewiesen werden mit einem deutlich 
vermehrten Vorkommen an der apikalen Zellmembran. Die Transportvesikel konnten 
ebenfalls in allen Entwicklungsstadien nachgewiesen werden. 
Vergleicht man die Uromodulinexpression in der adulten Niere mit den drei anderen 
Entwicklungsstadien, so ist diese entscheidend stärker. Diesen Untersuchungen zeigen 
nochmals, dass Uromodulin in den Henle-Schleifen und den distalen Tubuli exprimiert wird. 
Auch in der adulten Niere liegt ein stärkeres Signal für Uromodulin an der apikalen 
Membran, in Vergleich zu der übrigen Zellmembran, vor. Dennoch ist das Signal in der 
restlichen Membran um ein Vielfaches stärker als in den frühen Entwicklungsstadien. In 
adultem Nierengewebe können die Transportvesikel ebenfalls in einigen der Zellen 
beobachtet werden. 
Diese Daten zeigen, dass Uromodulin bereits ab der 15. SSW stark exprimiert wird und diese 
Expression bis zum adulten Stadium steigt. Die Expression kann in der gesamten 
Zellmembran der Henle-Schleifen und der distalen Tubuli nachgewiesen werden, jedoch 
verstärkt in der apikalen Zellmembran. Während der Embryonalentwicklung und in adultem 
Gewebe können Transportvesikel für Uromodulin beobachtet werden. Polyduktin wird 
ebenfalls bereits ab der 15. SSW exprimiert und zeigt ein cytoplasmatisches Vorkommen, 
sowie eine Membranlokalisation. 
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Abb. 3.22: Typischer Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin auf humanem Nierengewebe
Bereits in der 15. Schwangerschaftswoche (SSW) ist eine deutliche Uromodulin-Expression sichtbar. Das Signal ist an der gesamten Membran erkennbar, aber es 
ist apikal deutlich stärker (Pfeile in A, B und D). In manchen Zellen wurden vesikelartige Strukturen die positiv für Uromodulin sind beobachtet (Pfeilspitze in A, 
B und C). A) Nierengewebe 15. SSW, B) Nierengewebe 25. SSW, C) Nierengewebe 30. SSW, D) Adultes Nierengewebe. Einsätze in A, B, C und D zeigen eine 
Vergrößerung eines Querschnittes der Strukturen die positiv für Uromodulin sind. Größenbalken entsprechen 100 µm.
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6.6.2   Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin bei ARPKD-Patienten 
Die immunohistochemischen Ergebnisse des Nierengewebes von ARPKD-Patienten wurden 
mit dem Befund einer gesunden Niere gleicher Entwicklungsstufe verglichen. Da die 
Expression von Uromodulin abhängig vom Entwicklungsstadium des Embryos ist (vergleiche 
6.6.1) kann nur dann eine Aussage bezüglich einer veränderten Uromodulinmenge in 
ARPKD-Patienten gemacht werden, wenn deren Niere mit einer gesunden Niere der gleichen 
Entwicklungsstufe verglichen wird. 
Bei fünf Patienten konnte nur ein sehr schwaches Signal für Uromodulin nachgewiesen 
werden, wie z. B. bei einem Patienten mit einer homozygoten Abbruchmutation in Exon 16 
(R496X) (Abb. 3.25 B). Uromodulin kann schwach an der apikalen Membran nachgewiesen 
werden, jedoch nicht in der restlichen Zellmembran. Im Epithel einiger Zysten kann 
Uromodulin ebenfalls nachgewiesen werden. 
Im Nierengewebe von weiteren sechs Patienten wurde mehr Uromodulin nachgewiesen als 
bei dem erwähnten Patienten, dennoch war die Menge an Uromodulin in diesem Patienten 
entscheidend weniger als bei den Kontrollnieren vergleichbarer Entwicklungsstufen. Als 
Beispiel ist hier ein Patient mit zwei Abbruchmutationen (Exon 20: W646X; Exon 61: 
Q3392X) erwähnt (Abb. 3.24 D). Uromodulin konnte in der apikalen Zellmembran 
nachgewiesen werden, aber in keiner der Strukturen der restlichen Zellmembran. Auch bei 
diesem Patienten konnte Uromodulin im Epithel von manchen Zysten nachgewiesen werden. 
Die immunohistochemischen Untersuchungen haben in einem Fall ergeben, dass ein starkes 
Signal für Uromodulin vorhanden war, was dennoch schwächer als bei der Kontrollniere war. 
Es handelt sich hierbei um Nierengewebe eines Patienten mit einer homozygoten Mutation in 
Exon 61 (R3482X) (Abb. 3.25 C). Uromodulin konnte hier, im Gegensatz zu den oben 
erwähnten Patienten, in der ganze Zellmembran nachgewiesen werden. Wie bei der 
Kontrollniere war auch bei diesem Patienten ein stärkeres Uromodulinsignal an der apikalen 
Membran zu beobachten. Auffallend war jedoch, dass es auch einige Strukturen gab in denen 
die Uromodulinmenge deutlich schwächer war (Pfeil in Abb. 3.25 C). In keiner der 
untersuchten Kontrollnieren konnte dies beobachtet werden.  
In einem Fall lag ein, mit der Kontrollniere, gleich starkes Signal für Uromodulin vor. Dieses 
Nierengewebe entstammte einem Patienten mit zwei Punktmutationen (Exon 3: T36M; Exon 
27: M997K) (Abb. 3.24 D). Uromodulin kam in diesem Fall in der gesamten Zellmembran 
vor. 
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Abb. 3.23: Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin auf Nierengewebe von ARPKD-Patienten
Nierengewebe von ARPKD-Patienten mit den neben der Bilder angegebene Mutationen wurden immunohistochemisch auf Uromodulin-Expression untersucht 
und mit normalem Nierengewebe einer vergleichbaren Entwicklungsstufe (15. Schwangerschaftswoche (SSW)) verglichen. Bei dem Patienten mit einer 
trunkierenden Mutation und einem Aminosäureaustausch (B & C), sowie bei dem Patienten mit zwei Abbruchmutationen (D) ist ein deutlich schwächeres Signal 
für Uromodulin erkennbar als bei der Kontrollniere (A). Im Epithel einiger Zysten kann ein Signal für Uromodulin beobachtet werden (D). Die Pfeile in B, C 
und D zeigen auf Strukturen, die ein sehr schwaches Signal für Uromodulin aufweisen, das zudem nur auf die apikale Membran begrenzt ist. Größenbalken in A, 
B, C und D entsprechen 100 µm.
 
103
III. Ergebnisse 
 
Abb. 3.24: Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin auf Nierengewebe von ARPKD-Patienten
Nierengewebe von ARPKD-Patienten wurden immunohistochemisch auf Uromodulin-Expression untersucht und mit normalem Nierengewebe einer 
vergleichbaren Entwicklungsstufe verglichen. A) Kontrollniere eines Embryos der 25. Schwangerschaftswoche (SSW). B) Patient mit einer homozygoten 
Austauschmutation, die Aminosäure 703 betrifft. Der Pfeil zeigt auf eine Struktur, die an der apikalen Membran ein schwaches Signal für Uromodulin zeigt. 
C) Patient mit einer Aminosäureaustauschmutation und einer trunkierenden Mutation. Bei diesem Patienten ist ein schwächeres Uromodulinsignal erkennbar. 
Pfeil zeigt auf eine Struktur mit einem sehr schwachen Signal für Uromodulin. D) Nierengewebe eines Patienten mit zwei Abbruchmutationen zeigt ein sehr 
schwaches Uromodulin-Signal (Pfeile). Größenbalken in A, B, C und D entsprechen 100 µm.
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Abb. 3.25: Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin auf Nierengewebe von ARPKD-Patienten
Nierengewebe von ARPKD-Patienten wurden immunohistochemisch auf Uromodulin-Expression untersucht und mit normalem Nierengewebe 
vergleichbarer Entwicklungsstufe abgebildet. A) Kontrollniere eines Embryos der 30. Schwangerschaftswoche (SSW). B) Patient mit zwei trunkierenden 
Mutationen. Bei diesem Patienten ist ein schwächeres Signal für Uromodulin erkennbar. Pfeile zeigen auf Strukturen mit sehr schwachem, apikalem Signal. 
C) Patient mit einer homozygoten Abbruchmutation. Dieser Patient zeigt ein deutliches Signal für Uromodulin, das jedoch etwas schwächer ist als bei der 
Kontrollniere. Der Pfeil zeigt auf eine Struktur mit sehr schwachem Signal. D) Gewebe eines Patienten mit zwei Aminosäureaustauschmutationen. Das 
Uromodulinsignal ist vergleichbar stark wie beim Kontrollgewebe. Ein schwaches Signal kann ebenfalls im Epithel mancher Zysten beobachtet werden. 
Größenbalken in A, B, C und D entsprechen 100 µm.
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 Abb. 3.26: Immunohistochemischer Nachweis von Uromodulin auf Nierengewebe von ARPKD-Patienten
Nierengewebe von mehreren ARPKD-Patienten wurden immunohistochemisch auf Uromodulin-Expression untersucht und mit einer gesunden Niere 
vergleichbarer Entwicklungsstufe (A, 30. Schwangerschaftswoche (SSW)) verglichen. B) Bei diesem Patienten mit homozygoter Abbruchmutation ist 
Uromodulin nicht mehr nachweisbar. C) In manchen Strukturen des Nierengewebes eines Patienten mit einer Abbruchmutation und einer 
Austauschmutation, ist ein sehr schwaches Signal für Uromodulin erkennbar, das mit den Pfeilen gekennzeichnet ist. D) Nierengewebe eines Patienten 
mit homozygoter Abbruchmutation. Deutliches aber schwächeres Uromodulinsignal in Vergleich zur Kontrolle. Die Pfeile zeigen auf Strukturen mit 
sehr schwachem Signal. Größenbalken in A, B, C und D entsprechen 100 µm.
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Detaillierte Daten zu den immunohistochemischen Befunden finden sich in der 
nachstehenden Tabelle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die immunohistochemischen Daten nachweisen, 
dass Patienten mit einem trunkierten Polyduktin-Protein eine deutlich erniedrigte 
Uromodulin-Konzentration an der Zellmembran zeigen, sowie einen Erniedrigung der 
Gesamtmenge an Uromodulin in der ganzen Zelle. Uromodulin kommt in Nierengewebe von 
Patienten mit trunkiertem Polyduktin in fast allen untersuchten Gewebe nur an der apikalen 
Zellmembran und nicht in der restlichen Zellmembran vor, wie es bei gesundem 
Nierengewebe einer ähnlichen Entwicklungsstufe der Fall ist. Bei einigen Patienten kann 
Uromodulin in den Epithelien einiger Zysten nachgewiesen werden. 
 
 
Mutation  Familie SSW 
Allel 1 Allel 2 
Uromodulin 
Zwei Abbruchmutationen 
304 20 Ex32: R1419X Ex32: R1419X (+/-) 
312 23 Ex20: W646X Ex61: Q3392X (+/-) 
360 40 Ex61: R3482X Ex61: R3482X - 
403 36 Ex61: Q3392X Ex61: Q3392X + 
413 37 Ex32: 320fsX1322 Ex32: 320fsX1322 (+/-) 
478 30 Ex16: R496X Ex16: R496X - 
 
551 40 Ex61: Q3407X Ex61: Q3407X - 
Ein Abbruch/ ein AS-Austauch 
427 # 1 6 p.p Ex3: T36M Ex61: 3494X3528 - 
427 # 2 15 Ex3: T36M Ex61: 3494X3528 (+/-) 
452 22 Ex3: T36M Ex58: R3107X (+/-) 
 
479 20 Ex32: A1254X Ex37: G1971D - 
Zwei AS-Austausche 
111 38 Ex3: T36M Ex27: M997K ++  
225 25 Ex21: D703N Ex21: D703N (+/-) 
Tab. 3. 2: Tabellarische Übersicht der immunohistochemisch untersuchten ARPKD-Patientenproben 
Nierengewebe von ARPKD-Patienten mit verschiedenen Mutationen wurden immunohistochemisch auf Uromodulin 
untersucht und mit gesundem Nierengewebe vergleichbarer Entwicklungsstufen verglichen (vergleiche auch Abb. 
3.23 bis 3.26).  
—: kaum Signal; (+/-): Uromodulin-Signal ist viel schwächer als bei einer gesunden Niere vergleichbarer 
Entwicklungsstufe; +: Signal ist stark, aber dennoch schwächer als bei der Kontrollniere, ++: Signal ist vergleichbar 
stark wie bei der Kontrollniere. 
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Die Funktion des in ARPKD-Patienten mutierten Proteins Polyduktin ist bislang unbekannt. 
Ziel dieser Arbeit war es, mittels eines Hefe-zwei-Hybrid-Experiments Interaktionspartner 
von Polyduktin zu identifizieren, um Hinweise auf dessen biologische Funktion zu erhalten. 
Bislang wurde nur ein interagierendes Protein, CAML, beschrieben [Nagano et al., 2005]. 
Aufgrund von Strukturanalysen kann angenommen werden, dass es sich bei dem Protein um 
ein Typ I-Membranprotein handelt. Der cytoplasmatische Carboxyterminus von Polyduktin 
enthält potentiellen Phosphorylierungsstellen und transloziert nach proteolytische Spaltung in 
den Nukleus [Ward et al., 2002; Hiesberger et al., 2006; Kaimori et al., 2007]. Aus diesem 
Grund wurde mit dem C-Terminus (Aminosäuren 3881 bis 4074) von Polyduktin als 
Köderprotein eine humane fötale Nieren-cDNS-Bibliothek nach potentiellen 
Interaktionspartnern durchsucht. 
Der experimentelle Ansatz führte zur Isolierung von vier Klonen die mit Polyduktin 
interagieren. Alle isolierten Klone sind Partialklone und weisen Homologien zu bekannten 
Proteinen auf. 
 
 
1.  Potentielle Interaktion zwischen MLLT10 und Polyduktin 
Die Funktion des Proteins MLLT10 (auch als AF10 bezeichnet) ist bislang unbekannt. 
Mehrere Spleißvarianten sind bekannt und der längste offene Leserahmen kodiert für ein 
Protein von 1027 Aminosäuren, das im N-terminalen Bereich eine PHD (Plant 
Homeodomain)-Domäne und im C-terminalen Bereich einen Leucin-Zipper besitzt. Die PHD-
Domäne nimmt die Struktur eines Zink-Fingers an. Zn-Finger werden bei nucleären Proteinen 
gefunden. Es wird vermutet, dass sie Protein-Protein-Interaktionen vermittelt. Die PHD-
Domäne ist wichtig für die Entstehung oder Aktivität von Multikomponenten-Komplexen, 
welche in transkriptionelle Aktivierung oder Reprimierung involviert sind. Beim Leucin-
Zipper handelt es sich dagegen um eine Domäne, welche Protein-Dimerisierungen vermittelt.  
Chromosomale Translokationen, die zur Fusion des carboxyterminalen Bereichs von 
MLLT10, der den Leucin-Zipper enthält, mit dem aminoterminalen Bereich von MLL oder 
CALM führen, sind mit Leukämie assoziiert [van Limbergen et al., 2002].  
Obwohl für MLLT10 eine Funktion als Transkriptionsfaktor vermutet wird, konnten bislang 
noch keine MLLT10-abhängigen Gene identifiziert werden. Mittels Zellkulturversuchen 
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konnte jedoch nachgewiesen werden, dass MLLT10 transkriptionelle Aktivität besitzt 
[DiMartino et al., 2002].  
Das Hefe-zwei-Hybrid-System ist ein artifizielles System, wodurch auch die Interaktion von 
Proteinen ermöglicht wird, die in vivo in verschiedenen Zelltypen oder Zell-Kompartimenten 
vorkommen. Die Kolokalisation zweier Proteine im selben Zelltyp und selben Zell-
Kompartiment ist Voraussetzung für ihre physische Interaktion.  
Linder et al. [1998] identifizierten das murine Homolog von MLLT10. Northern Blot-
Analysen von murinem Gewebe ergaben, dass MLLT10 tatsächlich auch in der Niere 
exprimiert wird. Zudem zeigten sie durch Western Blot-Experimente mit Proteinextrakten aus 
murinem Gewebe, dass MLLT10 sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert ist. 
Eine Interaktion wäre somit sowohl mit membrangebundenem Polyduktin, dessen C-
Terminus ins Cytoplasma ragt, als auch mit dem nukleären C-Terminus nach dessen 
proteolytischer Abspaltung und Translokation in den Kern, möglich. 
Wie für Polyduktin konnte auch für verschiedene andere Zilienproteine, die in polyzystischen 
Nierenerkrankungen mutiert sind, eine Translokation zum Nukleus und eine Interaktion mit 
Transkriptionsfaktoren gezeigt werden. So wird Polycystin-1 proteolytisch gespalten, und der 
C-Terminus transloziert in den Nukleus. Anschließend ist das Protein in der Lage, AP-1-
abhängige Signaltransduktionswege zu aktivieren [Chauvet et al., 2004].  
Im Nukleus konnten zudem zwei Isoformen von Inversin, dem Protein das in Nephronopthise 
Typ II mutiert ist und deren Funktionen bislang unbekannt sind, nachgewiesen werden 
[Nürnberger et al., 2002]. Von einem weiteren Nephronophtise-Protein, NPHP6 (CEP290) 
wurde nachgewiesen, dass es an den Transkriptionsfaktor ATF4 bindet und diesen aktiviert 
[Sayer et al., 2006].  
Daraus lässt sich schließen, dass der C-Terminus von Polyduktin, nach proteolytischer 
Spaltung und Translokation in den Nukleus, gleich den oben genannten Zillienproteinen mit 
Transkriptionsfaktoren, beispielsweise MLLT10, interagiert und so deren transkriptionelle 
Aktivität beeinflusst. 
 
 
2.  OFD1 interagiert in Hefe nicht mit dem C-Terminus von Polyduktin  
Mutierte Formen des OFD1-Proteins sind für die Erkrankung Oral-fazial-digital-Syndrom 1 
verantwortlich. [Ferrante et al., 2001]. Es handelt sich hierbei um eine Erkrankung, die X-
chromosomal dominant vererbt wird. Charakteristisch für die Erkrankung sind 
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Gesichtsmissbildungen im Mund- und Zahnbereich, Missbildungen der Hände und Füße, 
sowie Missbildungen des zentralen Nervensystems und polyzystische Nieren [Thauvin-
Robinet et al., 2006]. 
Von OFD1 sind zwei Spleißvarianten bekannt, die eine kodiert für ein Protein von 1012 
Aminosäuren, während die andere für ein Protein von 872 Aminosäuren kodiert. Beide 
Proteine enthalten mehrere Coiled-coil-Domänen. Mittels Northern Blot wurde gezeigt, dass 
OFD1 in verschiedenen Geweben exprimiert wird. Starke Expression wurde in Gehirn, Niere, 
Lunge und Plazenta beobachtet, schwächere darüberhinaus in Pankreas, Skelettmuskel, Leber 
und Herz [Conciliis et al., 1998].  
Da sich das Syndrom mit polyzystischen Nieren präsentiert, war das OFD1-Protein von 
Interesse. Zudem war bereits bekannt, dass OFD1, gleich anderen Proteinen, die in 
polyzystischen Nierenerkrankungen mutiert sind, an primären Zilien lokalisiert ist [Romio et 
al., 2004; Giorgio et al., 2007]. Außerdem konnte das Protein im Nukleus nachgewiesen 
werden [Giorgio et al., 2007]. Somit wäre eine Interaktion des abgespaltenen C-Terminus von 
Polyduktin mit OFD1 im Nukleus denkbar und wird immer wieder diskutiert [Bergmann, 
persönliche Mitteilung]. Aufgrund dieser Überlegungen wurden nähere Untersuchungen mit 
OFD1 durchgeführt, obwohl nach dem initialen Screen keine β-Galactosidase-Aktivität 
nachgewiesen werden konnte. Da jedoch eine Leserahmverschiebung in dem isolierten cDNS-
Klon vorlag, wurde überprüft, ob diese für die fehlende Aktivität verantwortlich war. Dazu 
wurde ein OFD1-cDNS-Klon von RZPD bezogen und eine Vielzahl von Mutanten hergestellt 
und getestet. 
Im durchgeführten β-Galactosidase-Test, der zur weiteren Verifizierung der potentiellen 
Interaktion beider Proteine durchgeführt wurde, konnte allerdings ebenfalls keine Aktivierung 
des Reportergens nachgewiesen werden. Hieraus lässt sich schließen, dass in diesem 
Versuchsansatz keine Interaktion zwischen dem C-Terminus von Polyduktin und OFD1 
stattgefunden hat, oder dass die Interaktion zu schwach war, um mittels dieser Methode 
nachgewiesen zu werden.  
Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in humanen Zellen eine Interaktion 
möglich ist. Möglicherweise werden bestimmte Kofaktoren benötigt, die in Hefezellen nicht 
vorliegen. So konnte zum Beispiel eine Interaktion zwischen Polyduktin und Polycystin-2 in 
Hefe-zwei-Hybrid-Experimenten nicht nachgewiesen werden, während Koimmuno-
präzipitations-Versuche in MDCK-Zellen eine schwache Interaktion aufwiesen [Wang et al., 
2007]. In anderen Experimenten erforderte die Interaktion in Anwesenheit des Proteins Kif3b. 
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Kif3b ist eine Motor-Untereinheit von Kinesin-2, einem Protein, welches für den Transport in 
Zilien verantwortlich ist [Wu et al., 2006]. 
Von einigen Proteinen, welche in polyzystischen Nierenerkrankungen mutiert sind, wie 
Polycystin-1 und -2, sowie Nephrocystin-1, Inversin und Nephrocystin-2 bis -6, ist bekannt, 
dass sie im primären Zilium kolokalisieren, und man vermutet, dass sie in einem großen 
Proteinkomplex vorliegen. Noch ist jedoch nicht bekannt, inwieweit die verschiedenen 
Proteine miteinander interagieren. Es ist durchaus denkbar, dass OFD1 und Polyduktin im 
gleichen Proteinkomplex vorliegen und im selben Signalweg involviert sind, ohne dass eine 
direkte Interaktion zwischen beiden Proteinen stattfindet. 
 
 
3.  Interaktion von NPR1 mit Polyduktin 
Der Natriuretische Peptid Rezeptor 1 (NPR1) gehört zusammen mit NPR2 und NPR3 zu den 
Natriuretischen Peptidrezeptoren. NPR1 ist ein Membranprotein, welches eine singuläre 
Transmembran-Domäne besitzt und dessen C-Terminus cytoplasmatisch lokalisiert ist. Das 
Proteinfragment von Aminosäuren 705 bis 1061 von NPR1, welches für die verschiedenen 
Experimente verwendet wurde, ist Teil der cytoplasmatischen Domäne. Da die C-Termini 
beider Proteine im Cytoplasma lokalisiert sind, ist die Möglichkeit einer Interaktion gegeben. 
Zudem wird NPR1 in Nierengewebe stark exprimiert und erfüllt Funktionen in den distalen 
Tubuli und den Sammelrohren. 
Drei verschiedene Liganden sind bekannt, die mit unterschiedlichen Affinitäten an die 
verschiedenen Rezeptoren binden. Die Liganden ANP (atrial natriuretic peptide; Atriales 
Natriuretisches Hormon) und BNP (brain natriuretic peptide; Gehirn-Natriuretisches Hormon) 
werden vom Herzen freigesetzt, während CNP (C-type natriuretic peptide; C-Typ-
Natriuretisches Hormon) von Endothel-Zellen sezerniert wird. Sowohl ANP als auch BNP 
sind Liganden für NPR1, während CNP an NPR2 bindet. Alle drei Hormone sind in der Lage, 
NPR3 zu binden und sind in der Regulation des Blutdrucks und der cardiovasculären 
Homöostase involviert. ANP übernimmt zudem eine Rolle in der Regulation der 
Nierenfunktion [Shi et al., 2003]. 
Die in Hefe gewonnenen Daten dieser Arbeit zeigen, dass der C-Terminus von Polyduktin mit 
NPR1 interagiert. Die Interaktion ist vergleichsweise schwach, konnte aber sowohl mittels 
ONPG-Test und β-Galactosidase-Filter-Test als auch mittels eines α-
Galactosidaseexpressions-Tests nachgewiesen werden. Besonders die beiden letztgenannten 
 111
IV. Diskussion 
Tests zeigen, dass die Expression der Reportergene bei einer Kotransformation von 
Polyduktin mit den Aminosäuren 985 bis 1010 bzw. 985 bis 1061 von NPR1 erhöht wird. 
Hieraus lässt sich schließen, dass die Aminosäuren 985 bis 1010 von NPR1, welche dem aus 
der Bibliothek isolierten cDNS-Fragment entsprechen, ausreichend sind, um eine Interaktion 
mit dem C-Terminus von Polyduktin zu ermöglichen. 
Da das NPR1-Gen sich in der acht cM umspannenden chromosomalen Region befindet, die 
das Krankheitsgen für MCKD Typ I enthält, wurde es als ursächliches Kandidaten-Gen 
zunächst in Betracht gezogen. Ein Zusammenhang zwischen MCKD und NPR1 wäre 
denkbar, da die Symptome Hypertonie, das erhöhte Ausscheiden von Salzen über den Urin, 
Polyurie und Verlust der Urinkonzentrierung [Koptides et al., 2001], von NPR1 
hervorgerufen werden können.  
Nach Bindung von ANP an seinen Rezeptor NPR1 inhibiert dieser die Salz- und 
Wasserreabsorption in den proximalen und distalen Tubuli, sowie in den Sammelrohren durch 
Hemmung der Freisetzung von Renin und Vasopressin [Shi et al., 2003]. Renin ist ein Enzym, 
welches eine Rolle in der Regulation des Blutdrucks spielt, während das Hormon Vasopressin 
die Reabsorption von Wasser in der Niere stimuliert. Zudem wird die Synthese und 
Freisetzung von Aldosteron inhibiert [Shi et al., 2003]. Dieses Hormon bewirkt die 
Reabsorption von Na+ und die Exkretion von K+ und H+ im distalen Tubulus der Niere. 
Eine Mutationsanalyse, die an fünf zyprischen Familien durchgeführt wurde, konnte jedoch 
keine krankheitsassoziierten Mutationen im NPR1-Gen identifizieren. Eine Rolle von NPR1 
als regulierendes Gen ist hierdurch jedoch nicht ausgeschlossen [Koptides et al., 2001]. 
Zudem wurde die Hypothese aufgestellt, dass mehrere Gene in MCKD Typ I involviert sind, 
nachdem Mutationen in drei verschiedenen Genen (AK000210, CCT3 und SCAMP3) bei 
Patienten detektiert wurden [Wolf et al., 2006]. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
bei einer Mutationsanalyse einer größeren Anzahl von Patienten mit ethnisch 
unterschiedlichem Hintergund krankheitsassoziierte Mutationen in NPR1 identifiziert werden 
könnten. 
Eines der klinischen Symptome der ARPKD ist, wie bei MDCK, Hypertonie. So konnten 
Bergmann et al. [2005] in einer Untersuchung von 164 ARPKD-Patienten bei 75 % der 
Patienten eine Hypertonie feststellen. Diese Ergebnisse werden von Untersuchungen 
verschiedener Arbeitsgruppen unterstützt, welche alle bei 60 bis 100 % der untersuchten 
Patienten Hypertonie feststellten [Kääriänen et al., 1988; Kaplan et al., 1989; Gagnadoux et 
al., 1989]. Eine direkte Interaktion zwischen Polyduktin und NPR1 ist, ausgehend von den 
Hefe-Experimenten, wahrscheinlich. NPR1 könnte somit eine bedeutende Rolle bei 
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Nierenerkrankungen verschiedener Ätiologien spielen und für die Auslösung der Hypertonie 
sowohl bei MCKD- als auch bei ARPKD-Patienten verantwortlich sein.  
Weiterhin wird für natriuretische Peptide eine Rolle in der Wachstumsregulation diskutiert. 
So wurde in Mäusen mit einer Bleomycin-induzierten Lungenfibrose gezeigt, dass Infusion 
mit CNP eine Inhibition der Zellproliferation von Lungenfibroplasten bewirkt [Murakami et 
al., 2004]. CNP vermittelt seine Signaltransduktion vorwiegend über NPR2 oder NPR3. Bei 
Ratten wurde mittels radioaktiv markierter Liganden gezeigt, dass sowohl während der 
Entwicklung als auch bei Nierenhypertrophie NPR3 in den Glomeruli stärker exprimiert wird 
als in den Nieren adulter, gesunder Tiere. Die Autoren spekulieren, dass die hohe Expression 
des NPR3-Rezeptors für die erhöhte Wachstumsrate der Niere verantwortlich sein könnte 
[Woodard et al., 2005]. 
Diese Daten implizieren, dass CNP eine Funktion als wachstumsregulierendes Peptid 
übernimmt und sowohl Wachstum inhibieren als auch stimulieren kann. Möglicherweise 
übernimmt ANP ähnliche Funktionen, die über den NPR1-Rezeptor vermittelt werden. Somit 
könnte NPRI eine Rolle in der Wachstumsregulation derjenigen Nierenstrukturen spielen, die 
diesen Rezeptor exprimieren, wie distale Tubuli und Sammelrohre. Eine Veränderung der 
Signaltransduktion aufgrund von Polyduktinmutationen könnte sodann einen Effekt auf 
Wachstum und Entwicklung dieser Strukturen ausüben, was möglicherweise eine Rolle spielt 
bei der Zystenbildung in ARPKD. Dies wäre in Einklang mit der Beobachtung, dass bei 
Patienten mit trunkierenden Mutationen auf beiden Allelen ein schwererer Phänotyp auftritt 
als bei Patienten mit zwei Aminosäureaustauschmutationen. Im erstgenannten Fall würde die 
Signaltransduktion vollständig unterbrochen werden, was verheerende Auswirkungen auf 
Wachstum und Entwicklung der Niere hat. 
Somit könnte die mögliche Interaktion zwischen Polyduktin und NPR1 eine Erklärung liefern 
für die Hypertonie, die bei vielen ARPKD-Patienten beobachtet wird, und könnte gleichzeitig 
von Bedeutung sein für Wachstum und Entwicklung bestimmter Nierenstrukturen. Zudem ist 
ein Zusammenhang zwischen NPR1 und anderen polyzystischen Nierenerkrankungen 
denkbar, da das Protein auch andere polyzystische Nierenerkrankungen beeinflussen könnte. 
Zurzeit belegen Daten aus Hefe diese interessante Interaktion zwischen Polyduktin und 
NPR1. Diese müsste näher charakterisiert werden, um eine Aussage über diese Interaktion 
und deren Rolle in Nierenentwicklung und Krankheit zu treffen. 
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4.  Interaktion von C7 mit Polyduktin 
Das Komplementsystem ist Teil der angeborenen Immunabwehr und besteht aus einer großen 
Zahl verschiedener Plasmaproteine. Die meisten sind inaktiv und werden erst bei einer 
Infektion aktiviert, um Pathogene zu opsonisieren und so inflammatorische Immunantworten 
auszulösen. Das Komplementsystem kann über einen antikörpervermittelten, klassischen 
Weg, über einen Mannose-bindenden Lektin aktivierten Lektinweg und über einen antikörper-
unabhängigen, alternativen Weg aktiviert werden. Alle drei Wege führen zur Aktivierung der 
Komplement Komponente 3 (C3: component 3)-Konvertase, einer Serin-Protease, die eine 
Spaltungskaskade weiterer Komplementfaktoren auslöst und letztlich unter anderem zur 
Bildung des Membranangriffkomplexes (MAC: membrane attack complex) führt.  
Das größere Fragment des gespaltenen C3, welches als C3b bezeichnet wird, wird an der 
Membran des Pathogens immobilisert und ist in der Lage, die Bildung des MACs zu 
induzieren. Dieser Komplex wird aus den Komponenten C5b, C6, C7, C8 und C9 gebildet. 
Der Einbau von C7, einem Protein von 843 Aminosäuren, in den Komplex ermöglicht 
diesem, sich in die Zellmembran zu integrieren. Nachdem 10 bis 16 C9-Proteine polymerisiert 
und in dem Komplex eingebaut sind, entsteht eine Wasserpore in der Membran. Werden viele 
dieser Poren in der Membran eingebaut, kommt es zur Lyse der Zelle. 
Eine starke Interaktion konnte zwischen dem C-Terminus von Polyduktin und den 
Aminosäuren 645 bis 843 von C7 mittels der Reportergene β-Galactosidase und α-
Galactosidase nachgewiesen werden. Diese Interaktion konnte mittels 
Proteininteraktionsstudien verifiziert werden. Für die C7-Mutante, welche die Aminosäuren 
335 bis 843 umfasst, wurde durch einen quantitativen β-Galactosidase-Test nachgewiesen, 
dass die Interaktion deutlich schwächer ist.  
Nach Bindung von C7 an C5b-6 ist dieser Komplex in der Lage, in die Membran zu 
integrieren, wo die Komponenten C8 und C9 eingebaut werden. Es ist bekannt, dass der MAC 
nicht nur in pathogene Zellen, sondern auch in körpereigene Zellen eingebaut werden kann 
[Hänsch et al., 1981]. Hierdurch könnte C7 in räumliche Nähe zu Polyduktin gelangen, und 
eine Interaktion mit dem cytoplasmatischen C-Terminus von Polyduktin wäre möglich. 
Mrug et al. [2008] analysierten cpk-Mäuse, welche ein Mausmodell für ARPKD darstellen, 
und verglichen die Genexpressionsprofile von Tieren die einen milden Phänotyp oder einen 
schweren Phänotyp aufweisen. Mittels eines Affymetrix 430 Arrays, welcher etwa 12.000 
murine Gene enthält, konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Expression von verschiedenen 
immunologisch relevanten Genen mit einem schweren Phänotyp assoziiert war. Die Gene, die 
am stärksten hochreguliert wurden, gehörten zur angeborenen Immunabwehr. Besonders 
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auffallend war die sehr hohe Expression von C3. Immunofluoreszenzuntersuchungen auf 
Nierengewebe von cpk- und Wildtyp-Mäusen zeigten eine erhöhte Expression im Epithel der 
Nierentubuli und Sammelrohre der cpk-Mäuse. Die erhöhte Expression dieses Proteins ließ 
sich mit Western Blot-Analysen auch im bpk-Mausmodell und bei ARPKD-Patienten 
nachweisen.  
In einem Ratten-Modell für die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung, der 
Han:SPRD-Ratte, wurde ebenfalls eine erhöhte Expression von immunologisch relevanten 
Genen mittels Array-Analyse nachgewiesen. In diesem Modell waren neun verschiedene 
Komplement Komponenten-Gene, darunter auch C7, hochreguliert [Burtey et al., 2008].  
Die nachgewiesene Hochregulation der immunologisch relevanten Gene könnte aufgrund 
einer sekundäre Aktivierung des angeborenen Immunsystems in der Folge der Erkrankung 
entstehen. Die Daten dieser Arbeit sind jedoch ein Hinweis darauf, dass die Komplement 
Komponenten ursächlich in die Krankheit involviert sein können.  
Die Interaktion zwischen C7 und Polyduktin könnte eine Auswirkung auf die 
Signaltransduktion haben. So konnte gezeigt werden, dass der Einbau des MAC in 
körpereigene Zellen in nicht-lytischer Menge eine Translokalisation von NFκB vom 
Cytoplasma in den Nukleus zur Folge hat. Hierzu wurden HUVEC (human umbilical vein 
endothelial cells)-Zellen mit oder ohne MAC inkubiert und im Anschluss ein EMSA 
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) durchgeführt um die Aktivität von NFκB im Nukleus 
zu überprüfen. Die subzelluläre Lokalisation wurde mittels eines Western Blots für p65 
nachgewiesen. Ohne MAC-Inkubation befand sich das p65 im Cytosol, und es konnte keine 
Bindung im EMSA nachgewiesen werden. Nach Inkubation mit dem MAC nahm die 
cytosolische Menge an p65 ab und die nucleäre zu. Zudem konnte im EMSA eine Bindung 
stattfinden. Wurden die gleichen Experimente mit den MAC-Komponenten ohne C7 
durchgeführt, so zeigte sich, dass keine Translokalisation von NFκB stattfand. Dies lässt sich 
damit erklären, dass der Komplex nur dann in die Membran eingebaut werden kann, wenn C7 
vorhanden ist [Kilgore et al., 1997].  
Eine Interaktion mit dem cytoplasmatischen C-Terminus von Polyduktin könnte ebenfalls 
nach Einbau des Komplexes in der Membran stattfinden und Auswirkungen auf 
Signaltransduktionswege haben. Diese Auswirkungen können auf zwei verschiedenen Wegen 
stattfinden. Entweder führt einer Interaktion zwischen C7 und Polyduktin zu Aktivierung 
einer Signalkaskade, oder Polyduktin hindert den Ablauf einer Signalkaskade von C7, indem 
es dieses Protein gebunden hält. Im ersten Szenario würden in ARPKD-Patienten, welche 
aufgrund einer Abbruchmutation keinen Polyduktin C-Terminus mehr haben, bzw. dieser 
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nicht mehr in der Lage ist C7 zu binden, die Signalwege inhibiert werden. Hindert jedoch 
Polyduktin den Ablauf einer Signalkaskade, die von C7 initiiert wird, so würde diese bei 
ARPKD-Patienten aktiviert werden. Dies könnte zur Aktivierung von NFκB und letzendlich 
zur Expression von NFκB-abhängigen Genen führen. 
Für das C7-Gesamtprotein konnte überraschender Weise keine Interaktion mit dem C-
Terminus von Polyduktin nachgewiesen werden. Eine ähnliche Beobachtung wurde 2005 von 
Li et al. gemacht. In einem Hefe-zwei-Hybrid-Experiment mit den C-terminalen Aminosäuren 
682 bis 968 von Polycystin-2 konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Interaktion mit α-
Actinin nicht mit dem gesamten C-Terminus, jedoch mit den Aminosäuren 821 bis 878 
stattfand. In einer GST-Proteininteraktionsstudie konnte dennoch eine Bindung von α-Actinin 
an das Protein, welches die C-terminalen Aminosäuren 682 bis 968 umfasst, erzielt werden. 
Somit wird die Interaktion nicht durch die Konformation des Proteins unterbunden, sondern 
vermutlich übt eine Domäne innerhalb der Aminosäuren 682 bis 820 eine inhibierende 
Wirkung auf die Bindung aus [Li et al., 2005]. Möglicherweise befindet sich außerdem ein 
negativer Regulator bzw. eine Bindestelle für einen Regulator in der N-terminalen Region von 
C7, welche die Interaktion mit Polyduktin unterbindet. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass das Fusionsprotein aufgrund seiner Konformation eine Interaktion nicht zulässt, 
weil die Aminosäuren, an die der C-Terminus von Polyduktin bindet, maskiert sind. 
Obwohl bereits in drei verschiedenen Tiermodellen für polyzystische Nierenerkrankungen, 
sowie bei ARPKD-Patienten eine erhöhte Expression von Genen der angeborenen 
Immunabwehr nachgewiesen werden konnte, ist bislang unbekannt, ob diese eine ursächliche 
Rolle in der Pathogenese spielen. Weitere Experimente sind notwendig, um die Interaktion 
zwischen C7 und Polyduktin genauer zu analysieren. 
 
 
5.  Interaktion von Uromodulin mit Polyduktin 
Bei Uromodulin bzw. Tamm-Horsfall-Protein handelt es sich um das am häufigsten 
vorkommende Protein im Urin. Mutationen in UMOD können zu drei verschiedenen 
Nierenerkrankungen führen: der FJHN (familial juvenile hyperuricemic nephropathy), 
MCKD2 und der dominanten glomerulozystischen Nierenerkrankung. 
Uromodulin besteht aus 640 Aminosäuren, kann aber in seinem Molekulargewicht zwischen 
85 und 95 kDa varieren, je nach Prozessierung des Proteins. Das Protein enthält vier EGF 
(Epidermal growth factors)-ähnliche Domänen, deren sich wiederholende Sequenz sechs 
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Cystein (Cys)-Reste beinhaltet, von denen angenommen wird, dass sie Disulfidbrücken 
bilden. Diese Disulfidbrücken sind wichtig für die dreidimensionale Struktur des Proteins und 
somit auch für seine Interaktion mit anderen Proteinen. Eine weitere Domäne des Proteins 
enthält acht konservierte Cys-Reste, deren Funktion noch nicht geklärt ist. Da eine Mutation 
in einem dieser Cys-Reste (Cys217) zu den oben genannten Uromodulin-assoziierten 
Nierenerkrankungen führen kann, ist anzunehmen, dass dieser Cys-Rest für die korrekte 
Konformation des Proteins wichtig ist [Yang et al., 2004]. Als letzte wichtige Domäne enthält 
das Protein eine Zona Pellucida-Domäne. Diese Domäne ist verantwortlich für die 
Polymerisierung des Proteins zu Filamenten [Jovine et al., 2002]. 
 
 
5.1  Die Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin sind ausreichend für die 
Interaktion mit dem C-Terminus von Polyduktin 
Damit die Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin untersucht und die für die 
Bindung benötigte Region eingegrenzt werden konnte, wurden verschiedene Uromodulin-
Mutanten hergestellt. Bei den Mutanten, die die Aminosäuren 158 bis 444, 298 bis 557 bzw. 
419 bis 444 enthalten, war eine deutliche Expression der Reportergene β- und α-Galactosidase 
nachweisbar. Das Uromodulin-Fragment mit den Aminosäuren 419 bis 640 führte zu einer 
schwächeren Expression. Diese Experimente weisen eine Interaktion zwischen der 
Uromodulin-Mutante und dem C-Terminus von Polyduktin nach. Das Gesamtprotein zeigt im 
Hefesystem keine Interaktion. 
Um die Interaktion zu verifizieren, wurden GST-Proteininteraktionsstudien durchgeführt. 
Diese bestätigten, dass die Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin in der Lage waren, an 
den C-Terminus von Polyduktin zu binden. In Übereinstimmung mit den Daten aus dem 
Hefeexperimenten binden auch die Aminosäuren 158 bis 444 bzw. 419 bis 640 an dem C-
Terminus von Polyduktin. 
Die Tatsache, dass die Aminosäuren 419 bis 640 von Uromodulin in den GST-
Proteininteraktionsstudien an Polyduktin binden, schließt aus, dass die Konformation des 
Proteinfragments eine Bindung verhindert. Die schwache Induktion der Reportergene durch 
dieses Fragment in den Hefenexperimenten könnte somit eher durch einen negativen 
Regulator erklärt werden, wie auch bereits für C7 diskutiert wurde. Ein möglicher negativer 
Regulator, der zwischen den Aminosäuren 444 und 640 bindet, würde auch Einfluss auf das 
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Gesamtprotein nehmen. Die fehlende Expression der Reportergene durch das Gesamtprotein 
wäre somit zu erklären. 
Zudem ist denkbar, dass aufgrund einer veränderten Quartärstruktur des Proteins im 
Hefesystem keine Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin stattfinden kann. Wie 
bereits erwähnt, polymerisiert Uromodulin zu Filamenten. Es ist bekannt, dass solche Proteine 
unter Umständen im Hefe-zwei-Hybrid-System keine Interaktion zeigen, da die Filamente 
nicht richtig gebildet werden, oder weil die filamentären Strukturen die Bildung eines 
funktionellen Transkriptionsfaktors nicht erlauben [Xu et al., 2001]. 
Sowohl die Expression der Reportergene, als auch die GST-Proteininteraktionsstudien zeigen, 
dass die Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin ausreichend sind, um eine Bindung an 
den C-Terminus von Polyduktin zu vermitteln.  
 
 
5.2   Partielle Kolokalisation von Polyduktin und Uromodulin 
Für eine Interaktion spricht die Kolokalisation im gleichen Zelltyp. Für Uromodulin wurde 
eine Expression im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife sowie in den distalen Tubuli 
beschrieben [Peach et al., 1988; Sikri et al., 1979]. Die Expression von Uromodulin in den 
Sammelrohren ist nicht eindeutig geklärt. In früheren Arbeiten konnte eine Expression in den 
Sammelrohren nachgewiesen werden [Herman et al., 1963; Pollak und Arbel, 1969], während 
dies in neueren Studien nicht der Fall war [Peach et al., 1988; Georgas et al., 2008]. Diese 
Diskrepanzen könnten auf technische Unterschiede und unterschiedliche Antikörper 
zurückzuführen sein. Oftmals ist auch die zweifelsfreie Identifikation von einzelnen 
Nephronabschnitten schwierig. 
In adultem Gewebe wird Polyduktin hauptsächlich in den distalen Tubuli und Sammelrohren 
exprimiert, während in embryonalem Gewebe ein starkes Signal in den Ureterknospen, sowie 
ein schwächeres Signal im sich entwickelnden Nephron detektiert werden konnte. Dagegen 
konnte in infantilem Nierengewebe in den Henle-Schleifen und den Sammelrohren ein Signal 
detektiert werden [Ward et al., 2003]. Eine Expression von Polyduktin im aufsteigenden Ast 
der Henle-Schleife wurde mittels immunohistochemischer Methoden von Menezez et al. 
[2004] in humanem, adultem Nierengewebe beobachtet.  
Eine Kolokalisation der beiden Proteine kommt somit laut Literatur während der 
Embryonalentwicklung in den distalen Tubuli des sich entwickelden Nephrons vor, sowie in 
adultem Gewebe im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und in den distalen Tubuli. 
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Zur Bestätigung der Kolokalisation von Uromodulin und Polyduktin wurde sowohl normales 
Nierengewebe als auch Nierengewebe von ARPKD-Patienten auf die Expression des 
immunohistochemischen Markers EMA (Epithelial Membrane Antigen) und 34β12 
untersucht. EMA kommt in den Henle-Schleifen, den distalen Tubuli und den Sammelrohren 
vor. Dagegen ist 34β12 einen Antikörper gegen hochmolekulare Cytokeratine und markiert 
ausschließlich den Sammelrohren. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass 
Uromodulin in der Henle-Schleife und den distalen Tubuli, nicht jedoch in den 
Sammelrohren, exprimiert wird.  
Die Zysten der ARPKD-Patienten sind Expansionen der distalen Tubuli und der 
Sammelrohre. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Zysten von ARPKD-Patienten 
mit Abbruchmutationen eine schwache Uromodulinexpression nachzuweisen ist (vergleiche 
Abb. 3.23 D und 3.24 B). In Übereinstimmung mit Verani et al. [1989] kann somit gezeigt 
werden, dass beide Proteine im selben Zelltyp vorkommen und eine Interaktion in vivo 
stattfinden kann.  
Das Uromodulinsignal wurde in der gesamten Zellmembran der Henle-Schleifen und den 
distalen Tubuli beobachtet, mit einer stärkeren Expression an der apikalen Membran. 
Weiterhin wurden im Cytoplasma mancher Zellen, für Uromodulin positive, vesikelartige 
Strukturen beobachtet. Tatsächlich wurde bereits beschrieben, dass Uromodulin im 
Cytoplasma vorkommen kann [Peach et al., 1988; Rindler et al. 1990; Hodaňová et al., 2005]. 
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen auf Nierengewebe der Ratte wurden 
vesikelartige Strukturen, die für Uromodulin positiv waren, nachgewiesen. Diese Vesikel 
wurden zwischen dem Nukleus und der apikalen Membran beobachtet und sammelten sich an 
der apikalen Membran im Cytoplasma an. Ein Signal für Uromodulin wurde auch zwischen 
den Vesikeln beobachtet [Bachmann et al., 1985]. Die immunohistochemischen Ergebnisse 
für Uromodulin in dieser Arbeit schließen sich diesen Beobachtungen an. Diese subzelluläre 
Lokalisation von Uromodulin würde eine Interaktion mit Polyduktin erlauben (siehe 5.5). 
 
 
5.3 Expression  von  Uromodulin  und  Polyduktin  während der 
Embryonalentwicklung 
In ARPKD sowie in anderen polyzystischen Nierenerkrankungen ist die terminale 
Differenzierung der Niere während der Embryonalentwicklung gestört. Möglicherweise ist 
die Interaktion zwischen Polyduktin und Uromodulin für die normale Entwicklung von 
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Bedeutung. Aus diesem Grund war es von Interesse, in welchen Entwicklungsstadien 
Polyduktin und Uromodulin exprimiert werden.  
Um dies zu überprüfen, wurde die Expression von Uromodulin immunohistochemisch auf 
Nierengewebe von Embryonen der 15., 25., und 30. Schwangerschaftswoche, sowie auf 
adulter Niere untersucht. Die Expression von Polyduktin wurde auf humanem Nierengewebe 
der 15. Schwangerschaftswoche untersucht.  
Eine Expression von Polyduktin wurde von Ward et al. [2003] in einem humanen Fötus der 
26. Schwangerschaftswoche in der Ureterknospen, in den sich entwickelden Nephronen und 
den Sammelrohren nachgewiesen. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass 
bereits in der 15. Schwangerschaftswoche eine starke Polyduktinexpression vorhanden ist. In 
Einklang mit den Untersuchungen von Ward et al. [2003] wurde Polyduktin auch in diesem 
Entwicklungsstadium im Cytoplasma und an der Zellmembran nachgewiesen. Beide Arbeiten 
zeigen zudem eine verstärkte Expression an der apikalen Membran. 
Erstmals konnte eine deutliche Expression von Uromodulin bereits in der 15. 
Schwangerschaftswoche nachgewiesen werden. Zimmerhackl et al. [1996] zeigten mittels 
immunohistochemischer Untersuchungen Uromodulinexpression in embryonalem 
Nierengewebe ab der 16. Schwangerschaftswoche. Uromodulin konnte jedoch in der 
amniotischen Flüssigkeit ab der 15. Schwangerschaftswoche nachgewiesen werden.  
Obwohl das Protein in allen Stadien in der gesamten Zellmembran nachgewiesen werden 
konnte, war das Uromodulinsignal in der apikalen Membran deutlich stärker. Dies steht in 
Einklang mit den Ergebnissen anderer Gruppen [Sikri et al., 1979; Bachmann et al., 1985; 
Peach et al., 1988; Zimmerhackl et al., 1996]. Zudem wurden in allen vier untersuchten 
Stadien für Uromodulin positive vesikelartige Strukturen beobachtet (vergleiche Abb. 3.21 A, 
B, C, Pfeilspitzen). 
Somit könnte die Interaktion zwischen Polyduktin und Uromodulin eine Rolle in der 
terminalen Differenzierung spielen, welche im Falle von trunkierenden Mutationen in 
Polyduktin bzw. Mutationen in Uromodulin gestört wäre.  
In Patientengewebe von Embryonen der 15. Schwangerschaftswoche kann bereits beobachtet 
werden, dass ein trunkiertes Polyduktin mit einer erniedrigten Uromodulinkonzentration 
einhergeht (vergleiche Abb. 3.22 B). Diese Befunde weisen auf eine Interaktion der Proteine 
während der Entwicklung hin. Ob eine Interaktion beider Proteine tatsächlich in die 
Differenzierung involviert ist, muß gezeigt werden.  
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5.4 ARPKD-Patienten mit Abbruchmutationen zeigen einen signifikant         
erniedrigten Uromodulinpegel an der Membran 
Weist das überlappende spatio-temporale Expressionsmuster von Polyduktin und Uromodulin 
bereits auf ihre mögliche Interaktion hin, so wird diese Annahme durch Daten von Nieren der 
ARPKD-Patienten unterstützt. 
Bei Patienten mit einer Abbruchmutation kommt es zu einer Trunkierung des Proteins vor 
dem C-Terminus. Eine Interaktion mit Uromodulin sollte somit nicht mehr möglich sein. So 
war in fünf der elf untersuchten Nierengewebe von Patienten mit einer oder zwei 
Abbruchmutationen ein schwaches Signal für Uromodulin im Vergleich zur gesunden Niere, 
vorhanden. Bei weiteren fünf Patienten war eine signifikante Erniedrigung des Signals zu 
erkennen, obwohl es stärker war als bei den oben genannten Patienten. In allen diesen Fällen 
war das Signal in den Henle-Schleifen und distalen Tubuli hauptsächlich an der apikalen 
Zellmembran lokalisiert, in seltenen Fällen konnte Uromodulin in der gesamten Zellmembran 
nachgewiesen werden.  
Nur bei Gewebe eines Patienten, der homozygot für die Mutation Ex61: Q3392X ist, wurde 
ein starkes Signal für Uromodulin in der gesamten Membran, beobachtet. Auch dieses Signal 
war schwächer als bei der altersentsprechenden Kontrollniere.  
Die fehlende Interaktion zwischen Polyduktin und Uromodulin scheint somit Einfluss auf die 
subzelluläre Lokalisation von Uromodulin, sowie auf die Gesamtmenge an Uromodulin zu 
haben.  
Das Ergebnis des Patienten mit der homozygoten Ex61: Q3392X-Mutation lässt sich 
möglicherweise damit erklären, dass von Polyduktin verschiedene Spleißvarianten bekannt 
sind [Onuchic et al., 2002]. Möglicherweise wird Exon 61 in einigen dieser Spleißvarianten 
übersprungen, so dass trotz dieser Mutation ein Protein mit intaktem C-Terminus gebildet 
würde, welches mit Uromodulin interagieren könnte.  
 
 
5.5   Mögliche physische Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin 
In den letzten Jahren wurden immer mehr Beweise für einen Zusammenhang zwischen 
verschiedenen polyzystischen Nierenerkrankungen erbracht. Viele der verantwortlichen 
Proteine kolokalisieren an den Zilien von Nierenepithelzellen, wie Polycystin-1 und -2, 
Nephrocystin-1, -4, -5 und -7 bis -10, Inversin und Polyduktin. Für einige der Proteine konnte 
bereits eine Interaktion mit einem oder mehreren der anderen, in polyzystischen 
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Nierenerkrankungen involvierte Proteine nachgewiesen werden. So ist z. B. eine Interaktion 
zwischen Polycystin-1 und -2 bekannt [Hanaoka et al., 2000]. Inversin und Nephrocystin-3 
interagieren mit Nephrocystin-1 [Otto et al., 2003; Olbrich et al., 2003], und Nephrocystin-4 
und -8 interagieren ebenfalls miteinander [Arts et al., 2007]. Obwohl die genauen 
Mechanismen noch unbekannt sind, implizieren diese Daten einen oder mehrere Signalwege, 
in den die verschiedenen Proteine gemeinsam involviert sind. Die Interaktion zwischen 
Polyduktin und Uromodulin ist ein weiteren Hinweis hierauf. 
Für einen Zusammenhang zwischen den verschiedenen polyzystischen Nierenerkrankungen 
spricht weiterhin, dass mehrere der ursächlichen Gene von Transkriptionsfaktor, HNF-1β, 
reguliert werden. Patienten, die eine Mutation in HNF-1β tragen, entwickeln Diabetes 
(MODY5: maturity-onset diabetes of the young type 5) und zystische Missbildungen der 
Niere. Aufgrund der HNF-1β-Expression in den sich entwickelnden proximalen und distalen 
Tubuli, sowie in den S-förmigen Kanälchen wurde eine Rolle in der Tubulusdifferenzierung 
postuliert [Hiesberger et al., 2004]. Mittels einer konditionalen „knock-out“-Maus konnte die 
Expression von HNF-1β spezifisch in den Henle-Schleifen und Sammelrohren inhibiert 
werden. Mittels quantitativer RT-PCR und immunohistochemischer Untersuchungen wurde 
gezeigt, dass diese Mäuse eine deutlich erniedrigte Expression von Pkhd1, Umod, Nphp1 und 
Pkd2 aufweisen [Gresh et al., 2004]. Interessanterweise sind Mutationen in den für HNF-1β 
und Uromodulin kodierenden Genen für die glomerulozystische Nierenerkrankung 
verantwortlich. 
Ein weiteres Argument für eine physische Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin 
in vivo ist die signifikant erniedrigte Menge an Uromodulin bei ARPKD-Patienten mit 
trunkiertem Polyduktin. Dies lässt sich durch einen gemeinsamen Prozessierungsweg beider 
Proteine erklären. 
GPI-Proteine werden, wie alle Membran- und sekretorischen Proteine, bei ihrer Synthese 
aufgrund eines aminoterminalen Signalpeptids zum endoplasmatischen Reticulum (ER) 
transloziert. Sowohl Polyduktin, als Membranprotein, als auch Uromodulin werden im ER 
gefaltet. Die verschiedenen Disulfidbrücken von Uromodulin werden hier gebildet, um dem 
Protein seine korrekte Faltung zu verleihen.  
Mittels Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die korrekte Faltung von Uromodulin 
essentiell ist für seine weitere Prozessierung und den Transport zur Membran. Zwölf 
verschiedene Uromodulin-Mutanten, die bekannten Patientenmutationen entsprechen, wurden 
transient in HEK293-Zellen exprimiert, die kein endogenes Uromodulin exprimieren. Fünf 
der Mutationen befanden sich in den EFG-ähnlichen Domänen, eine im zentralen Bereich des 
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Proteins, fünf in der Domäne mit den acht konservierten Cys-Resten und eine in der Zona 
Pellucida-Domäne. Alle Mutationen hatten einen Defekt in der Prozessierung des Proteins zur 
Folge. Die mutierten Proteine verblieben entweder im ER, oder ihre weitere Prozessierung 
zum Golgi-Apparat und letztendlich zur Membran erfolgte sehr viel langsamer als bei den 
Wildtyp-Proteinen [Bernascone et al., 2006]. 
Von Uromodulin ist bekannt, dass es an sieben von acht potentiellen Glykosylierungsstellen 
glykosyliert wird [van Rooijen et al., 1999]. Polyduktin weist im extrazellulären Bereich 
ebenfalls potentielle Glykosyslierungsstellen auf [Ward et al., 2002]. Das Anfangsstadium der 
Glykosylierung von Proteinen findet im ER statt, und nach Transport der Proteine zum Golgi-
Apparat können diese weiter modifiziert werden, bzw. weitere Glykosylierungen stattfinden, 
wie dies auch bei Uromodulin der Fall ist. 
Proteine, die vom ER zum Golgi-Apparat transportiert werden, werden in Vesikeln von der 
ER-Membran abgeschnürt die mit der Golgi-Membran fusionieren. Nachdem die Proteine im 
Golgi-Apparat modifiziert wurden, werden sie in Vesikel sortiert, die sie zu ihrer Endposition 
bringen.  
In den im Rahmen dieser Arbeit für Uromodulin durchgeführten immunohistochemischen 
Analyse wurden solche Vesikel im Cytoplasma beobachtet. Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen von Nierengewebe der Ratte zeigten Vesikel, die Uromodulin beinhalteten, 
im Cytoplasma zwischen Nukleus und apikaler Zellmembran, sowie solche, die sich an der 
apikalen Membran gesammelt hatten [Bachmann et al., 1985]. 
Polyduktin und Uromodulin werden somit über den gleichen sekretorischen Weg prozessiert 
und transportiert. Während dieser Prozessierung besteht die Möglichkeit, dass beide Proteine 
in Kontakt kommen und miteinander interagieren. Möglicherweise spielt diese Interaktion 
eine Rolle beim Transport von Uromodulin zur apikalen Membran. 
Die biologischen Funktionen des GPI-Ankers, neben der Bindung des Proteins an die 
Membran, sind noch nicht geklärt. Fast alle GPI-Proteine sind an der apikalen Membran 
lokalisiert, was eine Rolle des GPI-Ankers bei der Sortierung der Proteine zur apikalen 
Membran vermuten lässt. Fusioniert man Proteine, die normalerweise im Nukleus 
vorkommen, mit einem GPI-Anker, werden sie zur apikalen Membran transportiert [Lisanti et 
al., 1989]. Der molekulare Mechanismus konnte jedoch bislang nicht geklärt werden. Es 
wurde postuliert, dass für das Sortieren der GPI-Proteine Transmembran-Proteine benötigt 
werden, da der Glycolipid-Gehalt des GPI-Proteins eine direkte Interaktion mit der 
cytoplasmatischen Sortierungsmaschinerie nicht erlauben würde [Varki et al., 1999]. 
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In Zellen, die mit einem GPI-GFP-Konstrukt stabil transfiziert wurden, konnte gezeigt 
werden, dass die Inhibition des Proteins p23 durch siRNS zu einer verspäteten Lokalisation 
des GPI-GFP an der Membran führte. P23 gehört zur p24-Proteinfamilie, die aus kleinen 
Membranproteinen besteht, die vermutlich heteromere Komplexe bilden. Die Mitglieder 
dieser Familie spielen eine Rolle beim vesikulären Transport vom ER zum Golgi-Apparat. 
Bislang sind dies die einzigen Proteine, für die eine Rolle beim Transport von humanen GPI-
Proteinen diskutiert wird. 
Nicht nur GPI-Proteine können von anderen Proteinen abhängig sein, um ihren 
Lokalisationsort zu erreichen. Interessanterweise wird für Polycystin-1 ebenfalls eine Rolle in 
der Proteinprozessierung diskutiert. Die NaK-ATPase ist normalerweise in der basolateralen 
Membran lokalisiert, wird jedoch in ADPKD-Patienten mit mutiertem Polycystin-1 zur 
apikalen Membran transportiert. Da eine Interaktion der α-Untereinheit der NaK-ATPase mit 
Polycystin-1 gezeigt wurde, könnte die falsche Lokalisation dieses Proteins auf eine fehlende 
Interaktion mit Polycystin-1 zurückgeführt werden [Zatti et al., 2005]. Auch für Polycystin-2 
wurde gezeigt, dass es ohne Polycystin-1 nicht zur Membran gelangen kann, sondern im 
Cytoplasma akkumuliert [Hanaoka et al., 2000]. 
Es ist denkbar, dass die Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin die Funktion 
erfüllt, Uromodulin zur apikalen Membran zu transportieren. Diese Theorie wird durch die 
Tatsache unterstützt, dass in Patienten, in denen der C-Terminus von Polyduktin fehlt, eine 
signifikant erniedrigte Menge an Uromodulin in der Membran vorhanden ist. Die 
Gesamtmenge an Uromodulin ist ebenfalls deutlich erniedrigt. Außerdem können kaum noch 
vesikelartige, für Uromodulin positive Strukturen im Cytoplasma beobachtet werden, was 
vermuten lässt dass Uromodulin abgebaut wird, wenn es nicht zur Zellmembran transportiert 
werden kann. 
In Patienten, in denen auf einem PKHD1-Allel eine trunkierende Mutation und auf dem 
anderen eine Punktmutation vorliegt, die zu einem Aminosäureaustausch führt, könnte das 
Polyduktin mit dem Aminosäureaustausch möglicherweise weiterhin einen Rolle beim 
Transport von Uromodulin übernehmen, solange die Aminosäuren, die für die Bindung 
benötigt werden, nicht betroffen sind.  
In drei Fällen, bei denen es sich um doppelte Abbruchmutationen (Ex32: 320fsX1322 
homozygot, Ex20: W646X/Ex61: Q3392X bzw. Ex32: R1419X homozygot) handelt, ist noch 
ein Signal vorhanden, wenngleich signifikant schwächer als bei der Kontrollniere. 
Möglicherweise können Spleißvarianten von Polyduktin, die die Mutation nicht beinhalten, 
einen Transport gewährleisten. 
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Polyduktin scheint essentiell für den Transport von Uromodulin zu sein, da bei einem 
Patienten mit einer homozygoten Abbruchmutation Ex61: R3482X gar kein Uromodulin 
mehr nachweisbar ist. Wären noch andere Proteine in den Transport involviert, hätte man 
auch hier eine geringe Menge von Uromodulin beobachten können. 
Wie wichtig die Lokalisation von Uromodulin an der Membran ist, wird dadurch gezeigt, 
dass Mutationen, die Uromodulin im ER festhalten Uromodulin-assoziierte Erkrankungen 
und glomerulozystische Nierenerkrankung verursachen [Bernascone et al., 2006]. 
Möglicherweise wird die Interaktion zwischen Polyduktin und Uromodulin außerdem für die 
richtige Lokalisation von Polyduktin an der Zellmembran benötigt. Die 
immunohistochemischen Untersuchungen für Polyduktin auf Nierengewebe von UMOD-
Patienten, welche zu einer Mutation bzw. einer Trunkierung der Aminosäure 419 bis 444 
führt, könnte über diesen Sachverhalt Aufschluss geben. Diese Untersuchungen sind jedoch 
schwierig durchzuführen, da die Krankheit mit einer niedrigen Inzidenz auftritt und daher das 
Biopsiematerial rar ist. 
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine Interaktion zwischen den 
Aminosäuren 419 bis 444 von Uromodulin mit dem cytoplasmatischen C-terminalen Bereich 
von Polyduktin stattfindet. Diese Interaktion findet möglicherweise während der 
Prozessierung der beiden Proteine über den sekretorischen Weg statt und dient der 
Lokalisation von Uromodulin an der apikalen Membran. Abbildung 4.1 zeigt ein Modell 
dieser Theorie. 
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6.  Ausblick 
In den letzten Jahren wurde umfangreich an verschiedenen polyzystischen Erkrankungen 
geforscht. Immer mehr Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen den verschiedenen 
Proteinen, die bei diesen Erkrankungen mutiert sind, hin. Dies gilt sowohl für eine 
Kolokalisation der Proteine, von denen vermutet wird, dass sie einen großen Proteinkomplex 
bilden [Delous et al., 2007; Attanasio et al., 2007], als auch für Interaktionen zwischen den 
Nukleus 
Golgi 
ER 
Polyduktin 
Uromodulin 
Polyduktin ohne C-Terminus 
Vesikel 
Zellmembran 
b
Proteasom
a 
B 
Abb. 4.1: Modell der möglichen physischen Interaktion zwischen Uromodulin und Polyduktin 
A) Polyduktin und Uromodulin werden gemeinsam prozessiert. Im ER und/oder dem Golgi-Apparat 
interagieren die beiden Proteine. Zusammen werden die beiden Proteine über Vesikel vom ER zum Golgi-
Apparat und vom Golgi-Apparat zur apikalen Zellmembran transportiert. B) Bei ARPKD-Patienten mit 
trunkiertem Polyduktin-Protein kann eine Bindung von Uromodulin und Polyduktin nicht mehr 
stattfinden. Uromodulin verbleibt größtenteils im ER. Die weitere Prozessierung von Polyduktin kann auf 
verschiedenen Wegen verlaufen: a) Retention: Die richtige Konformation des Proteins kann aufgrund der 
Trunkierung nicht hergestellt werden und das Protein bleibt im ER. Letzendlich wird eine Degradation 
durch das Proteasom erfolgen. b) Sezernierung: Polyduktin wird weiter prozesiert und in einem Vesikel 
zur Membran transportiert. Alle bekannten ARPKD-Abbruchmutationen führen zu einer Trunkierung des 
Proteins vor der Transmembrandomäne. Dies hat zur Folge, dass das Protein nicht in die Membran 
eingebaut, sondern sezerniert wird. 
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verschiedenen Proteinen [Hanaoka et al., 2000; Otto et al., 2003; Olbrich et al., 2003; Arts et 
al., 2007]. Dies weist auf gemeinsame Signaltransduktionswege hin. Bislang sind jedoch die 
molekularen Mechanismen dieser potentiellen gemeinsamen Signaltransduktionswege 
weitgehend ungeklärt.  
Auch die Funktion von Polyduktin ist bislang ungeklärt. Das Hefe-zwei-Hybrid-System stellt 
ein unerlässliches Werkzeug um interagierende Proteine zu identifizieren dar. Dies würde 
wichtige Anhaltspunkte bei der Suche nach der Funktion von Polyduktin liefern. Indem man 
eruiert in welche Signalwege Polyduktin involviert ist, kann auf seine Funktion während der 
Entwicklung der Nierenstrukturen und in ausdifferenziertem Gewebe geschlossen werden.  
Zudem könnte dieses Wissen dazu beitragen ein schnelles, einfaches und kostengünstiges 
diagnostisches Verfahren zu entwickeln, damit früh eine spezifische ARPKD-Diagnose 
gewährleistet wird. 
Die Erkentnisse der molekularen Mechanismen in die Polyduktin involviert ist, sind 
unerlässlich für ein besseres Verständnis von ARPKD und insbesondere für die 
Identifizierung von möglichen therapeutischen Zielen und damit auf lange Sicht die 
Entwicklung von Therapien. 
Indem man nicht nur die Funktion von Polyduktin, sondern auch die der verschiedenen 
Proteine, die in anderen polyzystischen Nierenerkrankungen betroffen sind, aufklärt, kann 
ermittelt werden inwieweit die Proteine miteinander interagieren und Einfluss aufeinander 
nehmen. Es könnten so wichtige Einsichten in die Entstehung und Entwicklung von 
polyzystischen Nieren gewonnen werden.  
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 Bezeichnung 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc-PacI 
pACT2-PacI 
pACT-ApaI 
pACT2-PacI if 
cMyc-EcoRI-XhoI-BamHI rev 
MycPac rev 
EcoRI-PacI-XhoI rev 
EcoRI-ApaI-PacI rev 
EcoRI-PacI-XhoI if rev 
Oligonukleotide 
cMyc-EcoRI-XhoI-BamHI for 
MycPac for 
EcoRI-PacI-XhoI for 
EcoRI-ApaI-PacI for 
EcoRI-PacI-XhoI if for 
Restriktionsstellen 
KpnI/BamHI 
EcoRI/XhoI 
EcoRI/XhoI 
EcoRI/PacI 
EcoRI/PacI 
Ausgangsvektor 
pCMX 
pCMX-Myc 
pACT2 
pACT2-PacI 
pACT2 
 
Bezeichnung 
TOPO-hcTerm 
TOPO-OFD1 AS 1-1012 
TOPO-OFD1 AS 560-956 
TOPO-OFD1 AS 705-1012 
TOPO-OFD1 AS 797-956 
TOPO-OFD1 AS 797-1012 
TOPO-NPR1 AS 705-1010 
TOPO-NPR1 AS 763-1061 
TOPO-NPR1 AS 985-1010 
TOPO-NPR1 AS 985-1061 
TOPO-C7 AS 1-843 
TOPO-C7 AS 335-843 
TOPO-UMOD AS 1-640 
TOPO-UMOD AS 158-444 
TOPO-UMOD AS 298-557 
TOPO-UMOD AS 419-444 
TOPO-UMOD AS 419-640 
Empfangsvektor 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
pCRII-TOPO 
PKHD1-c-rev 
OFD1 AS 1012 rev 
OFD1 AS 956 rev 
OFD1 AS 1012 rev 
OFD1 AS 956 rev 
OFD1 AS 1012 rev 
NPR1-AS-1010-rev 
NPR1-AS-1061-rev 
NPR1-AS-1010-rev 
NPR1-AS-1061-rev 
C7-AS-843-rev 
C7-AS-843-rev 
UMOD-AS-640-rev 
UMOD-AS-444-rev 
UMOD-AS-557-rev 
UMOD-AS-444-rev 
UMOD-AS-640-rev 
PCR-Oligonukleotide 
PKHD1-c-for 
OFD1 ApaI 1 for 
OFD1 AS 560 for 
OFD1 AS 705 for 
OFD1 AS 797 for 
OFD1 AS 797 for 
NPR1-AS-705-for 
NPR1-AS-763-for 
NPR1-AS-985-for 
NPR1-AS-985-for 
C7-AS-1-for 
C7-AS-335-for 
UMOD-AS-1-for 
UMOD-AS-158-for 
UMOD-AS-298-for 
UMOD-AS-419-for 
UMOD-AS-419-for 
Ausgangsvektor 
pGEX-4T1-hc-term PKHD1 
pCRII-OFD1 
pCRII-OFD1 
pCRII-OFD1 
pCRII-OFD1 
pCRII-OFD1 
pBSR-NPR1 
pBSR-NPR1 
pBSR-NPR1 
pBSR-NPR1 
pCMV-C7 
pCMV-C7 
pDNR-UMOD 
pDNR-UMOD 
pDNR-UMOD 
pDNR-UMOD 
pDNR-UMOD 
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Bezeichnung 
pGBK-hcTerm 
pACT-OFD1 AS 1-1012 
pACT-OFD1 AS 560-956 
pACT-OFD1 AS 705-1012 
pACT-OFD1 AS 797-956 
pACT-OFD1 AS 797-1012 
pACT-NPR1 AS 705-1010 
pACT-NPR1 AS 763-1061 
pACT-NPR1 AS 985-1010 
pACT-NPR1 AS 985-1061 
pACT-C7 AS 1-843 
pACT-C7 AS 335-843 
pACT-UMOD AS 1-640 
pACT-UMOD AS 158-444 
pACT-UMOD AS 298-557 
pACT-UMOD AS 419-444 
pACT-UMOD AS 419-640 
pCMX-Flag-hcTerm 
pCMX-Myc C7 AS 645-843 
pCMX-Myc-UMOD AS 1-640 
pCMX-Myc-UMOD AS 158-444 
pCMX-Myc-UMOD AS 298-557 
pCMX-Myc-UMOD AS 419-444 
pCMX-Myc-UMOD AS 419-640 
pGEX-UMOD AS 1-640 
pGEX-UMOD AS 158-444 
pGEX-UMOD AS 298-557 
pGEX-UMOD AS 419-444 
pGEX-UMOD AS 419-640 
Empfangsvektor 
pGBK-T7 
pACT2 
pACT2 
pACT2
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pACT2 
pCMX-Flag 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc 
pCMX-Myc 
pGEX-4T2 
pGEX-4T2 
pGEX-4T2 
pGEX-4T2 
pGEX-4T2
3`-Restriktionsstelle 
BamHI 
PacI 
PacI 
PacI
PacI 
PacI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
BamHI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI 
XhoI
5`-Restriktionsstelle 
EcoRI 
ApaI 
EcoRI 
EcoRI
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
PacI 
PacI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
PacI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI 
EcoRI
Ausgangsvektor 
TOPO-hcTerm 
TOPO-OFD1 AS 1-1012 
TOPO-OFD1 AS 560-956 
TOPO-OFD1 AS 560-956 
TOPO-OFD1 AS 797-1012 
TOPO-OFD1 AS 797-1012 
TOPO-NPR1 AS 705-1010 
TOPO-NPR1 AS 763-1061 
TOPO-NPR1 AS 985-1010 
TOPO-NPR1 AS 985-1061 
TOPO-C7 AS 1-843 
TOPO-C7 AS 335-843 
TOPO-UMOD AS 1-640 
TOPO-UMOD AS 158-444 
TOPO-UMOD AS 298-557 
TOPO-UMOD AS 419-444 
TOPO-UMOD AS 419-640 
pGBK-hcTerm 
pACT-C7 AS 645-843 (Klon 11-23) 
TOPO-UMOD AS 1-640 
TOPO-UMOD AS 158-444 
TOPO-UMOD AS 298-557 
TOPO-UMOD AS 419-444 
TOPO-UMOD AS 419-640 
TOPO-UMOD AS 1-640 
TOPO-UMOD AS 158-444 
TOPO-UMOD AS 298-557 
TOPO-UMOD AS 419-444 
TOPO-UMOD AS 419-640 
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B.  Vektorkarten der hergestellten Vektoren 
Dargestellt sind die Vektorkarten der in dieser Arbeit hergestellten Vektoren. Die TOPO-
Vektoren sind nicht dargestellt, da diese lediglich der Umklonierung dienten und nicht für 
weiterführende Experimenten verwendet wurden. Vektoren, in die mittels eines Oligos 
weitere Restriktionsschnittstellen eingeführt wurden, sind ebenfalls nicht aufgenommen. 
Dargestellt in den Vektorkarten sind die eventuell vorhandenen Resistenzgene; Ampicilin- 
(amp res) und Kanamycin-Resistenz (Kan res), welche durch dunkelblaue Pfeile dargestellt 
werden, sowie die Leucin- (Leu) und Tryptophangene (Trp), ebenfalls von blaue Pfeile 
dargestellt. Als offenes, rotes Kästchen sind die Replikationsursprünge (Ori) dargestellt. 
Flag- und Myc-Epitope werden ebenfalls als offene, rote Kästchen dargestellt. 
Die Promotoren sind als hellblaues Kästchen dargestellt. Die cDNS, welche für die 
Fusionsproteine kodiert, wird als dunkelblaue Pfeile dargestellt. Weiterhin sind verschiedene 
Restriktionsstellen dargestellt. Die Zahlen entsprechen den Nucleotiden bei denen die 
jeweiligen Restriktionsenzyme in der Sequenz schneiden. 
I 7863Fsp
pGBK-hcTerm
7886 bps
HindIII 737dIII 7125Hin
Xho I 979RV 6895Eco
EcoRI 1299
BamHI 1891
Sal I 1897
Not I 1908
HindIII 2187
I 4365Fsp
I 5276Fsp
I 5708Xba
I 5785Fsp
I 6696Xba ADH1
GAL4-DNA-BD
T7 Promotor
hcTerm
pUC Ori
Kan res
Trp1
Yeast Ori
Abb. B.1: Vektorkarte von pGBK-hcTerm 
Dieses Expressionsplasmid enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus den Aminosäuren 1-147 des GAL4 
Transkriptionsfaktors (DNS-Bindungsdomäne) (GAL4-
DNA-BD) und den Aminosäuren 3881 bis 4074 des 
humanen Polyduktin (hcTerm) unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors.  
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pAct2-OFD1-1-1012
11169 bps
Spe I 213
Fsp I 520
Xba I 597
Xmn I 963
Fsp I 1029
Nci I 1628
Cla I 2624
EcoRV 3221
Xmn I 3651
Xmn I 3971
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
HindIII 4738
Xho I 4987
Pac I 4996
Nci I 5499
I 5869Xho
I 5978Nci
I 6242Xmn
I 6339Cla
dIII 6449Hin
I 6565Bgl
dIII 7112Hin
RI 7226Eco
I 7226Xmn
dIII 7283Hin
dIII 7512Hin
I 7979Fsp
8042
IApa
RIEco
INci
ISma
INci
IBgl
8065
I 8519Xmn
dIII 8548Hin
I 9004Nci
I 9039Nci
I 9738Nci
I 10366Bgl
I 10434Nci
I 10472Fsp
I 10785Nci
I 10847Xmn
2µ Ori
Leu
OFD1-1-1012
amp res
pAct2-OFD1 560-956
9315 bps
Ori
Abb. B.2: Vektorkarte von 
pACT2-OFD1 AS 1-1012 
ADH1
GAL4 Expressionsplasmid, welches die 
cDNS für ein Fusionsprotein aus 
den AS 768-881 des GAL4-
Transkriptionsfaktors (Aktivie-
rungsdomäne) (GAL4) und den 
Aminosäuren 1 bis 1012 von 
OFD1 (OFD1-1-1012) enthält. 
Die cDNS wird unter der 
Kontrolle des ADH1-Promotors 
synthetisiert.  
Abb. B.3: Vektorkarte von 
pACT2-OFD1 AS 560-956 
Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
Xba I 597I 8618Fsp
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 4993Pac
II 5689Sac
I 5698Xho
I 6168Cla
RI 6194Eco
I 6205Sma
I 6624Kpn
dIII 6694Hin
amp res
2µ Ori
Ori
Leu
'OFD1 560-956'
ADH1
Expressionsplasmid, welches die 
cDNS für ein Fusionsprotein aus 
der GAL4-Aktivierungsdomäne 
(GAL4) und den Aminosäuren 
560 bis 956 von OFD1 (OFD1 
560-956) enthält. Die cDNS wird 
unter der Kontrolle des ADH1-
Promotors synthetisiert. 
GAL4
VI. Anhang 
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Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
pAct2-OFD1 705-1012
9048 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 4993Pac
I 5104Sac
I 5866Xho
RI 5927Eco
I 5938Sma
I 6357Kpn
dIII 6427Hin
I 8351Fsp
2µ Ori
Leu
'OFD1 705-1012'
amp res
pAct2-OFD1 797-956
8604 bps
Ori
Abb. B.4: Vektorkarte von 
pACT2-OFD1 AS 705-1012 
ADH1
Dieses Plasmid kodiert für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 705 bis 
1012 von OFD1 (OFD1 705-
1012), unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors. 
GAL4
Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
Xba I 597
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Nci I 1628
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
I 4343Not
dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 4993Pac
I 5328Nci
RI 5483Eco
I 5494Nci
I 5494Sma
I 5495Nci
I 5913Kpn
dIII 5983Hin
I 6439Nci
I 6474Nci
I 7173Nci
I 7869Nci
I 7907Fsp
I 8220Nci
amp res
2µ Ori
Ori
Abb. B.5: Vektorkarte von 
pACT2-OFD1 AS 797-956 
Leu
'OFD1-797-956'
ADH1 pACT2-OFD1 AS 797-956 
enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4)  
und den Aminosäuren 797 bis 
956 von OFD1 (OFD1-797-956), 
unter Kontrolle des ADH1-
Promotors. 
GAL4
VI. Anhang 
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Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
pAct2-OFD1-797-1012
8772 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 4993Pac
I 5104Sac
RI 5651Eco
I 5662Sma
I 6081Kpn
dIII 6151Hin
I 8075Fsp
2µ Ori
Leu
'OFD1 797-1012'
amp res
pAct2-NPR1-705-1010
9034 bps
Ori
Abb. B.6: Vektorkarte von 
pACT2-OFD1 AS 797-1012 
ADH1
Dieses Plasmid kodiert für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 797 bis 
1012 von OFD1 (OFD1 797-
1012), unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors. 
GAL4
Spe I 213
Fsp I 520
Xba I 597
Xmn I 963
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Xmn I 3651
Xmn I 3971
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343dIII 4738Hin
II 4981Bgl
I 4987Xho
I 5106Fsp
I 5177Bgl
I 5616Fsp
I 5891Xmn
RI 5913Eco
I 5924Sma
I 5930Bgl
II 5994Bgl
I 6384Xmn
dIII 6413Hin
I 8231Bgl
I 8337Fsp
I 8712Xmn
amp res
2µ Ori
Ori
Abb. B.7: Vektorkarte von 
pACT2-NPR1 AS 705-1010 
Leu
'NPR1-705-1010'
ADH1 Dieses Plasmid enthält eine 
cDNS, welche für ein Fusions-
protein aus der Aktivierungs-
domäne von GAL4 (GAL4) und 
den Aminosäuren 705 bis 1010 
von NPR1 (NPR1-705-1010) 
kodiert unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors.  
GAL4
VI. Anhang 
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Spe I 213
Fsp I 520
pAct2-NPR1-763-1061
9013 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 5259Fsp
I 5330Bgl
I 5769Fsp
RI 5892Eco
I 5903Sma
I 5909Bgl
dIII 6392Hin
I 8210Bgl
I 8316Fsp
2µ Ori
Leu
'NPR1-763-1061'
amp res
pAct2-NPR1-985-1010
8197 bps
Ori
Abb. B.8: Vektorkarte von 
pACT2-NPR1 AS 763-1061 ADH1
Dieses Plasmid kodiert für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 763 bis 
1061 von NPR1 (NPR1-763-
1061), unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors.  
GAL4
Spe I 213
Fsp I 520
Xba I 597I 7500Fsp
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
I 4161Not
I 4343Not
dIII 4738Hin
I 4987Xho
RI 5076Eco
I 5087Sma
dIII 5576Hin
amp res
2µ Ori
Ori
Abb. B.9: Vektorkarte von 
pACT2-NPR1 AS 985-1010 
Leu
NPR1-985-1010
pACT2-NPR1 AS 985-1010 
enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 985 bis 
1010 von NPR1 (NPR1-985-
1010), unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors.  
ADH1
GAL4
VI. Anhang 
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Spe I 213
Fsp I 520
pAct2-NPR1-985-1061
8350 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
I 4343Not
dIII 4738Hin
I 4987Xho
RI 5229Eco
I 5240Sma
dIII 5729Hin
I 7653Fsp
2µ Ori
Leu
NPR1-985-1061
amp res
pAct2-C7-1-843
10657 bps
Ori
Abb. B.10: Vektorkarte von 
pACT2-NPR1 AS 985-1061 
Dieses Expressionsplasmid 
enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 985 bis 
1061 von NPR1 (NPR1-985-
1061) unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors.  
AHD1
GAL4
Spe I 213
Fsp I 520
Xba I 597I 9960Fsp
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
HindIII 4738
Bgl II 4981
Xho I 4987
HindIII 5208
RI 5393Eco
RI 5815Eco
II 6844Bgl
I 6887Sal
I 7132Cla
RV 7135Eco
dIII 7508Hin
I 7526Pac
RI 7536Eco
I 7547Sma
II 7617Bgl
dIII 8036Hin
amp res
2µ Ori
Abb. B.11: Vektorkarte von 
pACT2-C7 AS 1-843 
Leu
C7-1-843
ADH1
Damit ein Fusionsprotein aus der 
Aktivierungsdomäne von GAL4 
(GAL4) und den Aminosäuren 1 
bis 843 von C7 (C7-1-843) 
exprimiert werden kann, wurde 
die dafür kodierende cDNS in ein 
Expressionsplasmid unter Kon-
trolle des ADH1-Promotors 
kloniert.  
GAL4
VI. Anhang 
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Spe I 213
Fsp I 520
pAct2-C7-335-843
9653 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
HindIII 4738I 4987Xho
dIII 5208Hin
RI 5393Eco
RI 5815Eco
I 6524Pac
RI 6532Eco
I 6543Sma
dIII 7032Hin
I 8956Fsp
2µ Ori
Leu
C7-335-843
amp res
pAct2-UMOD1-640
10036 bps
Ori
ADH1 Abb. B.12: Vektorkarte von 
pACT2-C7 AS 335-843 GAL4
Ein Fusionsprotein aus der 
Aktivierungsdomäne von GAL4 
(GAL4) und den Aminosäuren 
335 bis 843 von C7 (C7-335-
843) kann unter Kontrolle des 
ADH1-Promotors exprimiert 
werden. 
Spe I 213
Fsp I 520
Xba I 597
Xmn I 963
Fsp I 1029
Nci I 1628
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Xmn I 3651
Xmn I 3971
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
HindIII 4738
Xho I 4987
I 5350Xmn
I 5757Nci
I 5757Sma
I 5758Nci
I 5787Nci
RV 5935Eco
I 6303Kpn
HI 6395Bam
I 6440Nci
I 6455Nci
I 6455Sma
I 6456Nci
I 6486Nci
I 6493Bgl++
I 6622Bgl
6915
RIEco
HIBam
INci
ISma
INci
IBgl
6932 I 7345Kpn
I 7386Xmn
dIII 7415Hin
I 7871Nci
I 7906Nci
I 8605Nci
I 9233Bgl
I 9301Nci
I 9339Fsp
I 9652Nci
I 9714Xmn
amp res
2µ Ori
Ori
Leu
UMOD-1-640
Abb. B.13: Vektorkarte von 
pACT2-UMOD AS 1-640 
ADH1
GAL4 Dieses Expressionsplasmid 
enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 1 bis 640 
von UMOD (UMOD-1-640), 
unter Kontrolle des ADH1-
Promotors. 
VI. Anhang 
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Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
pAct2-UMOD158-444
8977 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
Kpn I 2720
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
dIII 4738Hin
II 4981Bgl
I 4987Xho
I 5050Sph
I 5169Sma
RV 5347Eco
I 5715Kpn
RI 5856Eco
I 5867Sma
I 5877Nco
II 5937Bgl
I 6286Kpn
dIII 6356Hin
I 8280Fsp
2µ Ori
LEU2
'UMOD 158-444'
GAL4 AD
amp res
pAct2-UMOD 298-557
8896 bps
Ori
Abb. B.14: Vektorkarte von 
pACT2-UMOD AS 158-444 
Dieses Expressionsplasmid 
erlaubt die Expression eines 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 158 bis 
444 von UMOD (UMOD-158-
444), welches von dem ADH1-
Promotor  kontolliert wird. 
ADH1
 
Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520I 8574Xmn
Xba I 597I 8199Fsp
Xmn I 963
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
EcoRV 3221
Xmn I 3651
Xmn I 3971
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343dIII 4738Hin
II 4981Bgl
I 4987Xho
I 5101Xmn
I 5389Sph
I 5508Sma
RV 5686Eco
RI 5775Eco
I 5786Sma
I 5796Nco
II 5856Bgl
I 6246Xmn
dIII 6275Hin
amp res
2µ Ori
Ori
Abb. B.15: Vektorkarte von 
pACT2-UMOD AS 298-557 
LEU2
'UMOD 298-557'
Dieses Expressionsplasmid 
enthält die cDNS für ein 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4) 
und den Aminosäuren 298 bis 
557 von UMOD (UMOD 298-
557), unter Kontrolle des ADH1-
Promotors. 
ADH1
GAL4 AD
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Spe I 213
Fsp I 520
pAct2-UMOD419-640
8782 bps
Spe I 213
Nsi I 230
Fsp I 520
Xba I 597
Fsp I 1029
Nsi I 1290
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
Not I 4161
Not I 4343
dIII 4738Hin
II 4981Bgl
I 4987Xho
I 5638Sph
RI 5661Eco
I 5672Sma
I 5682Nco
II 5742Bgl
dIII 6161Hin
I 8085Fsp
2µ Ori
LEU2
UMOD 419-640
GAL4 AD
ADH1
Ori
amp res
pAct2-UMOD 419-444
8194 bps
Xba I 597
Fsp I 1029
Cla I 2624
EcoRV 3221
Sal I 4041
I 4161Not
I 4343Not
dIII 4738Hin
I 4987Xho
I 5050Sph
RI 5073Eco
I 5084Sma
dIII 5573Hin
I 7497Fsp
amp res
2µ Ori
Ori
Abb. B.16: Vektorkarte von 
pACT2-UMOD AS 419-444 
Leu
UMOD-419-444
ADH1
Ein Fusionsprotein aus der 
Aktivierungsdomäne von GAL4 
(GAL4) und den Aminosäuren 
419 bis 444 von UMOD 
(UMOD-419-444) kann unter 
Kontrolle des ADH1-Promotors 
exprimiert werden. 
GAL4
Abb. B.17: Vektorkarte von 
pACT2-UMOD AS 419-640 
pACT2-UMOD AS 419-640 
enthält die cDNS für das 
Fusionsprotein aus der Aktivie-
rungsdomäne von GAL4 (GAL4)  
und den Aminosäuren 419 bis 
640 von UMOD (UMOD 419-
640) unter Kontrolle des ADH1-
Promotors. 
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Spe I 21
Nde I 255
Nco I 382
pCMX-Flag-hcTerm
5163 bps
Sac I 586
EcoRV 673
Kpn I 685
Apa I 691
Xho I 700
HindIII 706
Nco I 715
EcoRI 744
AlwNI 986
Pvu II 989
Pvu II 1049
Pvu II 1067
Pvu II 1127
Pvu II 1235
Xmn I 1278
BamHI 1336
Msc I 1342
Nhe I 1348
Hpa I 2074
Stu I 2410
Pvu II 2448
Apa I 2489
I 2706Nco
I 2745Sfi
NI 3385Alw
I 4335Sca
I 4462Xmn
I 5037Nde
I 5089Nar
CMV/T7
Flag
hcTerm
SV40 klein T Intron
Ori
amp res
pCMX-Myc
4569 bps
Abb. B.18: Vektorkarte von 
pCMX-Flag-hcTerm 
Dieses eukaryontisches Expres-
sionsplasmid enthält die cDNS 
für die Aminosäuren 3881 bis 
4074 von Polyduktin (hcTerm), 
welches mit einem Startcodon 
und einem Flag-Epitop (Flag) 
versehen ist, unter der Kontrolle 
des CMV-Promotors. 
Spe I 21
Nde I 255
Nco I 382
Sac I 586
EcoRV 673
Kpn I 685
EcoRI 730
BamHI 742
Msc I 748
Nhe I 754
Hpa I 1480
Stu I 1816
Pvu II 1854
Apa I 1895
Nco I 2112
Sfi I 2151
NI 2791Alw
I 3741Sca
I 3868Xmn
I 4443Nde
I 4495Nar
CMV/T7
Myc
amp res
SV40 klein T Intron
Abb. B.19: Vektorkarte von 
pCMX-Myc 
Dieses eukaryontisches Expres-
sionsplasmid, unter der Kontrolle 
des CMV-Promotors, enthält ein 
Myc-Epitop (Myc). 
Ori
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AlwNI 72
Sac I 225
pCMX-Myc-UMOD AS 1-640
6491 bps
AlwNI 247
Pvu II 250
Bgl I 288
Nci I 311
Msc I 375
Bgl I 417
Nci I 430 ++
Sca I 552 ++
Stu I 744
Stu I 801
EcoRV 980
Pvu II 1049
Nci I 1129 ++
Nci I 1159
Xmn I 1561
Sca I 1563
Xho I 1928
BamHI 1934
Msc I 1940
Nhe I 1946
Hpa I 2672
Stu I 3008
Pvu II 3046
Apa I 3087I 3304Nco
I 3343Sfi
I 3344Bgl
NI 3983Alw
I 4933Sca
I 5060Xmn
I 5635Nde
I 5687Nar
I 5782Spe
I 6016Nde
I 6143Nco
I 6347Sac
RV 6434Eco
I 6446Kpn
I 6455Nco
RI 6491Eco
CMV/T7
UMOD-1-640
SV40 klein T Intron
Ori
amp res
Myc
pCMX-Myc-UMOD AS 158-444
5432 bps
Abb. B.20: Vektorkarte von 
pCMX-Myc-UMOD AS 1-640 
Dieses Plasmid führt zur 
Expression von einem Fusions-
protein aus den Aminosäure 1 bis 
640 von Uromodulin (UMOD 1-
640) und einem Myc-Epitop. Die 
cDNS steht unter Kontrolle des 
CMV-Promotors. 
Spe I 21
Nde I 255
Nco I 382
Sac I 586
EcoRV 673
Kpn I 685
Nco I 694
EcoRI 730
BamHI 779
Sca I 811
Kpn I 871
Stu I 1003
Stu I 1060
EcoRV 1239
Pvu II 1308
Sma I 1417
Sph I 1536
Xho I 1599
Bam HI 1605
Msc I 1611
Nhe I 1617
Hpa I 2343
Stu I 2679
II 2717Pvu
I 2758Apa
I 2975Nco
I 3014Sfi
NI 3654Alw
I 4604Sca
I 4731Xmn
I 5306Nde
I 5358Nar
CMV/T7
Myc
amp res
'UMOD 158-444'
Abb. B.21: Vektorkarte von 
pCMX-Myc-UMOD AS 158-
444 
Eukaryontisches Expressions-
plasmid welches ein Startcodon 
und die cDNS für die Aminosäuren 
158 bis 444 von Uromodulin 
(UMOD 158-444) und ein Myc-
Epitop enthält. Die Expression 
steht unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. 
SV40 klein T Intron
Ori
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pCMX-Myc-UMOD AS 298-557
5351 bps
EcoRV 89
Pvu II 158
Sma I 267
Sph I 386
Xmn I 670
Sca I 672
Xho I 788
BamHI 794
Msc I 800
Nhe I 806
Hpa I 1532
Stu I 1868
Pvu II 1906
Apa I 1947
Nco I 2164
Sfi I 2203
NI 2843Alw
I 3793Sca
I 3920Xmn
I 4495Nde
I 4547Nar
I 4642Spe
I 4876Nde
I 5003Nco
I 5207Sac
RV 5294Eco
I 5306Kpn
I 5315Nco
RI 5351Eco
'UMOD 298-557'
CMV/T7
SV40 klein T Intron
Ori
amp res
Myc
pCMX-Myc-UMOD AS 419-444
4649 bps
Abb. B.22: Vektorkarte von 
pCMX-Myc-UMOD AS 298-
557 
Dieses Plasmid ermöglicht die 
Expression eines Myc-Epitop-
markierten Uromodulin Amino-
säuren 298 bis 557 (UMOD 298-
557) unter Kontrolle des CMV-
Promotors. 
Spe I 21
Nde I 255
Nco I 382
Sac I 586
EcoRV 673
Kpn I 685
Nco I 694
EcoRI 730
Sph I 753
Xho I 816
BamHI 822
Msc I 828
Nhe I 834
Hpa I 1560
Stu I 1896
Pvu II 1934
Apa I 1975
Nco I 2192
Sfi I 2231
NI 2871Alw
I 3821Sca
I 3948Xmn
I 4523Nde
I 4575Nar
CMV/T7
Myc
UMOD-419-444amp res
Abb. B.23: Vektorkarte von 
pCMX-Myc-UMOD AS 419-
444 
SV40 klein T Intron
Der CMV-Promotor kontrolliert 
die Expression eines Myc-Epitop 
markierten Uromodulin Amino-
säuren 419 bis 444 (UMOD-419-
444). 
Ori
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 Spe I 21
 
 
 
 
 
 
pCMX-Myc-UMOD AS 419-640
5237 bps
Nde I 255
Nco I 382
Sac I 586
EcoRV 673
Kpn I 685
Nco I 694
EcoRI 730
Sph I 753
Xmn I 1037
Sca I 1039
Xho I 1404
BamHI 1410
Msc I 1416
Nhe I 1422
Hpa I 2148
Stu I 2484
Pvu II 2522
Apa I 2563
I 2780Nco
I 2819Sfi
NI 3459Alw
I 4409Sca
I 4536Xmn
I 5111Nde
I 5163Nar
CMV/T7
Myc
UMOD-419-640
SV40 klein T Intron
Ori
amp res
pGEX-UMOD-1-640
6883 bps
Abb. B.24: Vektorkarte von 
pCMX-Myc-UMOD AS 419-
640 
Das Plasmid enthält die cDNS 
für ein Myc-Epitop-markierten 
Uromodulin Aminosäure 419 bis 
640 (UMOD-419-640). Die 
Expression steht unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors. 
Xmn I 647
Bam HI 930
EcoRI 940
Bgl I 1228
Nci I 1251
Bgl I 1357
Nci I 1370
Nci I 1400
Sma I 1400
Nci I 1401
Nci I 1416
Bam HI 1460
Kpn I 1552
EcoRV 1920
Nci I 2069
Nci I 2098
Sma I 2098
Nci I 2099
Xmn I 2501
Xho I 2868
Not I 2873
Nci I 2951
Nci I 2986
I 3474Xmn
I 3541Nci
I 3853Fsp
I 3892Nci
I 3954Bgl
I 4588Nci
I 5201Nci
I 5789Apa
I 6010Nci
RV 6030Eco
I 6591Fsp
I 6597Bgl
ptac GST
lac lq
Abb. B.25: Vektorkarte von 
pGEX-UMOD AS 1-640 UMOD-1-640
Prokaryotisches Expressions-
plasmid, welches die cDNS für 
ein Fusionsprotein aus GST und 
den Aminosäuren 1 bis 640 von 
Uromodulin (UMOD-1-640) 
kodiert. Die Expression steht 
unter der Kontrolle des tac-
Promotors. 
Ori
Amp-res
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I 5532Fsp
pGEX-UMOD-158-444
5824 bps
BamHI 930
EcoRI 940
BamHI 989
Kpn I 1081
EcoRV 1449
Sma I 1627
Sph I 1746
Xho I 1809
Not I 1814
Fsp I 2794
I 4730Apa
RV 4971Eco ptac
GST
'UMOD 158-444'
Amp-res
Ori
lac lq
pGEX-UMOD-298-557
5743 bps
Abb. B.26: Vektorkarte von 
pGEX-UMOD AS 158-444 
Das Plasmid enthält die cDNS, 
welches für ein Fusionsprotein 
aus GST und den Aminosäuren 
158 bis 444 von Uromodulin 
(UMOD-158-444) kodiert. Die 
Expression steht unter der 
Kontrolle des tac-Promotors. 
I 5451Fsp
Xmn I 647
BamHI 930
EcoRI 940
EcoRV 1029
Sma I 1207
Sph I 1326
Xmn I 1610
Xho I 1728
Not I 1733
Xmn I 2334
Fsp I 2713
I 4649Apa
RV 4890Eco ptac
GST
lac lq
'UMOD 298-557' Abb. B.27: Vektorkarte von 
pGEX-UMOD AS 298-557 
Das Plasmid ermöglicht die 
Expression eines Fusionsproteins 
aus GST und den Aminosäuren 
298 bis 557 von Uromodulin 
(UMOD-298-557) unter der 
Kontrolle des tac-Promotors. 
Ori
Amp-res
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I 4749Fsp
pGEX-UMOD-419-444
5041 bps
BamHI 930
EcoRI 940
Sph I 963
Xho I 1026
Not I 1031
Fsp I 2011
I 3947Apa
RV 4188Eco
ptac
GST
UMOD-419-444
Amp-res
Ori
lac lq
pGEX-UMOD-419-640
5629 bps
Abb. B.28: Vektorkarte von 
pGEX-UMOD AS 419-444 
Prokaryotisches Expressions-
plasmid, welches die cDNS für 
ein Fusionsprotein aus GST und 
den Aminosäuren 419 bis 444 
von Uromodulin (UMOD-419-
444) kodiert. Die Expression 
steht unter der Kontrolle des tac-
Promotors. 
I 5337Fsp
BamHI 930
EcoRI 940
Sph I 963
Xho I 1614
Not I 1619
Fsp I 2599
I 4535Apa
RV 4776Eco ptac
GST
lac lq
Abb. B.29: Vektorkarte von 
pGEX-UMOD AS 419-640 
UMOD-419-640
Das Plasmid enthält die cDNS 
für ein Fusionsprotein aus GST 
und den Aminosäuren 419 bis 
640 von Uromodulin (UMOD-
419-640). Die Expression steht 
unter der Kontrolle des tac-
Promotors. 
Ori Amp-res
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C.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 6-19 mit der gDNS-Sequenz von  
 UMOD aus der Ensembl-Datenbank 
 
4151   4200 
 
    
 gDNS UMOD Ensembl  AAACCCATGC CACTTACAGC AACACCCTCT ACCTGGCAGA TGAGATCATC  
Klon 6-19 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  Ex6 
 
                    4201                                              4250 
    Klon 6-19 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~ATCAA AATCAACTTT GCATGCTCCT ACCCCCTGGA  
 gDNS UMOD Ensembl  ATCCGTGACC TCAACATCAA AATCAACTTT GCATGCTCCT ACCCCCTGGA  
 
                    4251                                              4300 
    Klon 6-19 cDNS  CATGAAAGTC AGCCTGAAGA CCGCCCTACA GCCAATGGTC AGGTGTGGCC  
 gDNS UMOD Ensembl  CATGAAAGTC AGCCTGAAGA CCGCCCTACA GCCAATGGTC AGGTGTGGCC  
 
                    4301                                              4350 
 Klon 6-19 cDNS  AGAGAGGGTC CCTAGGGCCC CTAGATGGTT CTAACCCCAA ACCCCTTAAC     
 gDNS UMOD Ensembl  AGAGAGGGTC CCTAGGGCCC CTAGATGGTT CTAACCCCAA ACCCCTTAAC  
 
                    4351                                              4400 
    Klon 6-19 cDNS  CATGAGCTTC CCTGTCAACT GCCACCCACA GGGAGCTGGG AGTGAGGGCT  
 gDNS UMOD Ensembl  CATGAGCTTC CCTGTCAACT GCCACCCACA GGGAGCTGGG AGTGAGGGCT  
 
                    4401                                              4450 
    Klon 6-19 cDNS  GGGAATCAGG GTTGCCCAAT GGAAGAGCCA GGAATTCTGG AGCCCAGGTT  
 gDNS UMOD Ensembl  GGGAATCAGG GTTGCCCAAT GGAAGAGCCA GGAATTCTGG AGCCCAGGTT  
 
                    4451                                              4500 
 Klon 6-19 cDNS  CAAATCTAGA CTTTGTCATA AATGATGGTT ATGCCCTGGC CAGTGGGGGA     
 gDNS UMOD Ensembl  CAAATCTAGA CTTTGTCATA AATGATGGTT ATGCCCTGGC CAGTGGGGGA  
 
                    4501                                              4550 
    Klon 6-19 cDNS  CA~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
 gDNS UMOD Ensembl  CAGAGTCAAA GCACTGCCTG GTTCAAGCCC CAGCTCTGTC ACTTACTAGT 
 
 
 Stopcodon Ende Exon Kursiv  Intron Sequenz  
 
VI. Anhang 
D.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 8-28 mit der mRNS-Sequenz von 
MLLT10  aus der Ensembl-Datenbank 
 
1001                                          1050 
 
     
mRNS MLLT10 Ensembl  GATTCTTCCTC TCACTCTCAG GATAAACAT CATGAGAAAG AGAAAAAAAA  
Klon 8-28 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~GTCGACGCG GCCGCGAAAG AGAAAAAAAA  
Ex9Ex8
 
                     1051                                              1100 
     Klon 8-28 cDNS  ATATAAAGAG AAGGACAAAC ACAAACAGAA ACACAAGAAG CAGCCAGAAC  
mRNS MLLT10 Ensembl  ATATAAAGAG AAGGACAAAC ACAAACAGAA ACACAAGAAG CAGCCAGAAC  
 
1101 1150 
 
     
mRNS MLLT10 Ensembl  CATCACCTGC ATTGGTTCCA TCCTTGACTG TTACTACAGA AAAAACTTAT  
Klon 8-28 cDNS  CATCACCTGC ATTGGTTCCA TCCTTGACTG TTACTACAGA AAAAACTTAT  
Ex10
 
                     1151                                              1200 
     Klon 8-28_cDNS  ACAAGCACTA GCAACAACTC TATATCTGGA TCATTGAAGC GCTTGGAAGA  
mRNS MLLT10 Ensembl  ACAAGCACTA GCAACAACTC TATATCTGGA TCATTGAAGC GCTTGGAAGA  
 
                     1201                                              1250 
     Klon 8-28 cDNS  TACTACTGCA CGATTTACAA ATGCAAATTT CCAGGAAGTC TCTGCACACA  
mRNS MLLT10 Ensembl  TACTACTGCA CGATTTACAA ATGCAAATTT CCAGGAAGTC TCTGCACACA  
 
                     1251                                              1300 
     Klon 8-28 cDNS  CCTCTAGTGG AAAAGATGTT TCAGAGACTA GAGGGTCAGA GGGCAAAGGG  
mRNS MLLT10 Ensembl  CCTCTAGTGG AAAAGATGTT TCAGAGACTA GAGGGTCAGA GGGCAAAGGG  
 
                     1301                                              1350 
     Klon 8-28 cDNS  AAGAAATCTT CAGCTCACAG CTCAGGTCAA AGGGGAAGAA AGCCTGGTGG  
mRNS MLLT10 Ensembl  AAGAAATCTT CAGCTCACAG CTCAGGTCAA AGGGGAAGAA AGCCTGGTGG  
 
1351 1400 
 
     Klon 8-28 cDNS  TGGAAGAAAT CCAGGAACAA CTGTGTCAGC AGCTAGCCCT TTTCCTCAAG  
mRNS MLLT10 Ensembl  TGGAAGAAAT CCAGGAACAA CTGTGTCAGC AGCTAGCCCT TTTCCTCAAG  
 
                     1401                                              1450 
     Klon 8-28 cDNS  GTATTAGTGA TGTTTTAGTT AAAATACTTG TGTTTAAGAT GGTTAATAAT 
mRNS MLLT10 Ensembl   Intron 10-11
 
                     1451                                              1500 
     Klon 8-28 cDNS  AGTTATGCTT TGTAAAATAA TTGGTTTGTT TTTGAACTTA TAACTAATGG 
mRNS MLLT10 Ensembl   
 
                     1501                                              1550 
     Klon 8-28 cDNS  ATGTTCTAGA TTATTATATG ATTAGTTGCT TTAGTAAGAT TACTTTAAAG 
mRNS MLLT10 Ensembl   
 
                     1551                                              1600 
       
mRNS MLLT10 Ensembl   
Klon 8-28 cDNS ATAGTGTTTC CTATTAAATT TTTTTAATAG GGACTTTTTC TTTCCTTTTA 
 
                     1601                                              1650 
     Klon 8-28 cDNS  TAATATGATT TGTGCTTCCA GAGTTGAATT GTAATTTTAA TGTTTAACTA 
mRNS MLLT10 Ensembl   
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                     1651                                              1700 
     Klon 8-28 cDNS  GATATGGAAT AATGCTTAAA ATTGGGGAGA AAAATAATAA AAGCTGGAGC 
mRNS MLLT10 Ensembl   
 
                     1701                        1730 
     Klon 8-28 cDNS  TTTGCTTTGA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA~  
mRNS MLLT10 Ensembl   
 
 
Anfang Exon      Stopcodon     
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VI. Anhang 
E.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 11-23 mit der mRNS-Sequenz 
von C7 aus der Ensembl-Datenbank 
 
1901 1950 
 
Klon 11-23 cDNS ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~CAAAAACC TTTCTACACA  Ex15 
mRNS C7 Ensembl CTGTACTGAT GGATGGCATA CAGAGTCACC CCCAAAAACC TTTCTACACA  
 
               
Klon 11-23 cDNS GTTGGTGAGA AGGTGACTGT TTCCTGTTCA GGTGGCATGT CCTTAGAAGG  
 1951                                              2000 
mRNS C7 Ensembl GTTGGTGAGA AGGTGACTGT TTCCTGTTCA GGTGGCATGT CCTTAGAAGG  
 
                2001                                              2050 
Klon 11-23 cDNS TCCTTCAGCA TTTCTCTGTG GCTCCAGCCT TAAGTGGAGT CCTGAGATGA  
mRNS C7 Ensembl TCCTTCAGCA TTTCTCTGTG GCTCCAGCCT TAAGTGGAGT CCTGAGATGA  
 
                2051                                              2100 
Klon 11-23 cDNS AGAATGCCCG CTGTGTACAA AAAGAAAATC CGTTAACACA GGCAGTGCCT  
Ex16
mRNS C7 Ensembl AGAATGCCCG CTGTGTACAA AAAGAAAATC CGTTAACACA GGCAGTGCCT  
 
               
Klon 11-23 cDNS AAATGTCAGC GCTGGGAGAA ACTGCAGAAT TCAAGATGTG TTTGTAAAAT  
 2101                                              2150 
mRNS C7 Ensembl AAATGTCAGC GCTGGGAGAA ACTGCAGAAT TCAAGATGTG TTTGTAAAAT  
 
2151 2200 
 
Klon 11-23 cDNS GCCCTACGAA TGTGGACCTT CCTTGGATGT ATGTGCTCAA GATGAGAGAA  Ex17
mRNS C7 Ensembl GCCCTACGAA TGTGGACCTT CCTTGGATGT ATGTGCTCAA GATGAGAGAA  
 
               
Klon 11-23 cDNS GCAAAAGGAT ACTGCCTCTG ACAGTTTGCA AGATGCATGT TCTCCACTGT  
 2201                                              2250 
mRNS C7 Ensembl GCAAAAGGAT ACTGCCTCTG ACAGTTTGCA AGATGCATGT TCTCCACTGT  
 
                2251                                              2300 
Klon 11-23 cDNS CAGGGTAGAA ATTACACCCT TACTGGTAGG GACAGCTGTA CTCTGCCTGC  
mRNS C7 Ensembl CAGGGTAGAA ATTACACCCT TACTGGTAGG GACAGCTGTA CTCTGCCTGC  
 
2301 2350 
 
Klon 11-23 cDNS CTCAGCTGAG AAAGCTTGTG GTGCCTGCCC ACTGTGGGGA AAATGTGATG  
mRNS C7 Ensembl CTCAGCTGAG AAAGCTTGTG GTGCCTGCCC ACTGTGGGGA AAATGTGATG  
 
2351 2400 
 
Klon 11-23 cDNS CTGAGAGCAG CAAATGTGTC TGCCGAGAAG CATCGGAGTG CGAGGAAGAA  Ex18 
mRNS C7 Ensembl CTGAGAGCAG CAAATGTGTC TGCCGAGAAG CATCGGAGTG CGAGGAAGAA  
 
               
Klon 11-23 cDNS GGGTTTAGCA TTTGTGTGGA AGTGAACGGC AAGGAGCAGA CGATGTCTGA  
 2401                                              2450 
mRNS C7 Ensembl GGGTTTAGCA TTTGTGTGGA AGTGAACGGC AAGGAGCAGA CGATGTCTGA  
 
               
Klon 11-23 cDNS GTGTGAGGCG GGCGCTCTGA GATGCAGAGG GCAGAGCATC TCTGTCACCA 
 2451                                              2500 
mRNS C7 Ensembl GTGTGAGGCG GGCGCTCTGA GATGCAGAGG GCAGAGCATC TCTGTCACCA  
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                2501                                              2550 
Klon 11-23 cDNS GCATAAGGCC TTGTGCTGCG GAAACCCAGT AGGCTCCTGG AGGCCCTGGT  
mRNS C7 Ensembl GCATAAGGCC TTGTGCTGCG GAAACCCAGT AGGCTCCTGG AGGCCCTGGT  
 
                2551                                              2600 
Klon 11-23 cDNS CAGCTTG~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
mRNS C7 Ensembl CAGCTTGCTT GGAATCCAGC AGGCAGCTGG GGCTGAGTGA AAACATCTGC  
 
                2601                                              2650 
Klon 11-23 cDNS ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
mRNS C7 Ensembl ACAACTGGGC ACTGGACAGC TTTTCCTTCT TCTCCAGTGT CTACCTTCCT  
 
               
Klon 11-23 cDNS ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~ 
 2651          2667 
mRNS C7 Ensembl CCTCAACTCC CAGCCAT 
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VI. Anhang 
F.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 13-21 mit der mRNS-Sequenz 
von CYP1B1 aus der Ensembl-Datenbank 
 
2751                                              2800 
 
    Klon 13-21 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  Ex3, 3` nicht translatierte Region
mRNS Cyp1B1 Ensembl  GTTGTACCTC TTTTGCTTGC CAAAGTACAG AATTTGAATT ATCAGCAAAG  
 
                   
    Klon 13-21 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~TGTGACCA TAATGTACTG  
  2801                                              2850 
mRNS Cyp1B1 Ensembl  AAAAAAAAAA AAGCCAGCCA AGCTTTAAAT TATGTGACCA TAATGTACTG  
 
                     2851                                              2900 
    Klon 13-21 cDNS  ATTTCAGTAA GTCTCATAGG TTAAAAAAAA AAGTCACCAA ATAGTGTGAA  
mRNS Cyp1B1 Ensembl  ATTTCAGTAA GTCTCATAGG TTAAAAAAAA AAGTCACCAA ATAGTGTGAA  
 
                     2901                                              2950 
    Klon 13-21 cDNS  ATATATTACT TAACTGTCCG TAAGCAGTAT ATTAGTATTA TCTTGTTCAG  
mRNS Cyp1B1 Ensembl  ATATATTACT TAACTGTCCG TAAGCAGTAT ATTAGTATTA TCTTGTTCAG  
 
                   
    Klon 13-21 cDNS  GAAAAGGTTG AATAATATAT GCCTTGTATA ATATTGAAAA TTGAAAAGTN  
  2951                                              3000 
mRNS Cyp1B1 Ensembl  GAAAAGGTTG AATAATATAT GCCTTGTATA ATATTGAAAA TTGAAAAGTA  
 
                     3001                                              3050 
    Klon 13-21 cDNS  CAACTAACGC AACCAAGTGT GCTAAAAATG AGCTTGATTA AATCANCCAC  
mRNS Cyp1B1 Ensembl  CAACTAACGC AACCAAGTGT GCTAAAAATG AGCTTGATTA AATCAACCAC  
 
                     3051                                              3100 
    Klon 13-21 cDNS  CTATTTTTGA CATGG~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
mRNS Cyp1B1 Ensembl  CTATTTTTGA CATGGAAATG AAGCAGGGTT TCTTTTCTTC ACTCAAATTT  
 
                   
    Klon 13-21 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
  3101                                              3150 
mRNS Cyp1B1 Ensembl  TGGCGAATCT CAAAATTAGA TCCTAAGATG TGTTCTTATT TTTATAACAT 
 
 
Stopcodon  
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VI. Anhang 
G.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 14-18 mit der mRNS-Sequenz 
von C7 aus der Ensembl-Datenbank 
 
  1901                                         1950 
 5
Klon 14-18 cDNSfor  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~CAAAAACC TTTCTACACA  
Ex1  
mRNS C7 Ensembl     CTGTACTGAT GGATGGCATA CAGAGTCACC CCCAAAAACC TTTCTACACA  
 
                  
Klon 14-18 cDNSfor  GTTGGTGAGA AGGTGACTGT TTCCTGTTCA GGTGGCATGT CCTTAGAAGG 
  1951                                              2000  
mRNS C7 Ensembl     GTTGGTGAGA AGGTGACTGT TTCCTGTTCA GGTGGCATGT CCTTAGAAGG  
 
                    2001                                              2050 
Klon 14-18 cDNSfor  TCCTTCAGCA TTTCTCTGTG GCTCCAGCCT TAAGTGGAGT CCTGAGATGA  
mRNS C7 Ensembl     TCCTTCAGCA TTTCTCTGTG GCTCCAGCCT TAAGTGGAGT CCTGAGATGA  
 
                    2051                                              2100 
Klon 14-18 cDNSfor  AGAATGCCCG CTGTGTACAA AAAGAAAATC CGTTAACACA GGCAGTGCCT  
Ex16
mRNS C7 Ensembl     AGAATGCCCG CTGTGTACAA AAAGAAAATC CGTTAACACA GGCAGTGCCT  
 
                  
Klon 14-18 cDNSfor  AAATGTCAGC GCTGGGAGAA ACTGCAGAAT TCAAGATGTG TTTGTAAAAT  
  2101                                              2150 
mRNS C7 Ensembl     AAATGTCAGC GCTGGGAGAA ACTGCAGAAT TCAAGATGTG TTTGTAAAAT  
 
                    2151                                              2200 
Klon 14-18 cDNSfor  GCCCTACGAA TGTGGACCTT CCTTGGATGT ATGTGCTCAA GATGAGAGAA  Ex17
mRNS C7 Ensembl     GCCCTACGAA TGTGGACCTT CCTTGGATGT ATGTGCTCAA GATGAGAGAA  
 
                    2201                                              2250 
Klon 14-18 cDNSfor  GCAAAAGGAT ACTGCCTCTG ACA~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
mRNS C7 Ensembl     GCAAAAGGAT ACTGCCTCTG ACAGTTTGCA AGATGCATGT TCTCCACTGT  
 
                  
Klon 14-18 cDNSfor  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
  2251                                              2300 
mRNS C7 Ensembl     CAGGGTAGAA ATTACACCCT TACTGGTAGG GACAGCTGTA CTCTGCCTGC 
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VI. Anhang 
H.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 15-26 mit der mRNS-Sequenz 
von Col4A2 aus der Ensembl-Datenbank 
 
6051                                          6100 
 
    Klon 15-26 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~GTGGA GACCCTTCTA  Ex48,3` nicht translatierte Region
mRNS Col4A2 Ensembl  TATAGACCAC TGGGTTTGGC AAAACTCAGG CAGAAGTGGA GACCTTTCTA  
 
                     6101                                              6150 
    Klon 15-26 cDNS  GACATCACTG TCAGCCTTGC TACTTGAAGG TACACCCCAT AGGGTCGGAG  
mRNS Col4A2 Ensembl  GACATCATTG TCAGCCTTGC TACTTGAAGG TACACCCCAT AGGGTCGGAG  
 
                     6151                                              6200 
    Klon 15-26 cDNS  GTGCTGTCCC CACTGCCCCA CGTTGTCCCT GAGATTTAAC CCCTCCACTG  
mRNS Col4A2 Ensembl  GTGCTGTCCC CACTGCCCCA CGTTGTCCCT GAGATTTAAC CCCTCCACTG  
 
                     6201                                              6250 
    Klon 15-26 cDNS  CTGGGGGTGA GCTGTACTCT TCTGACTGCC CCCTCCTGTG TAACGACTAC  
mRNS Col4A2 Ensembl  CTGGGGGTGA GCTGTACTCT TCTGACTGCC CCCTCCTGTG TAACGACTAC  
 
                   
    Klon 15-26 cDNS  AAAATAAAAC TTGGTTCTGA ATATTTTTAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 
  6251                                           6297 
mRNS Col4A2 Ensembl  AAAATAAAAC TTGGTTCTGA ATATTTTTAA A~~~~~~~~~ ~~~~~~~ 
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VI. Anhang 
I.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 16-50 mit der gDNS-Sequenz von 
NPR1 aus der Ensembl-Datenbank 
 
12.248 12.300 
 
   
gDNS NPR1 Ensembl  GACCTGTGTGTGC TGGAGTGGTG GGACTGAAGA TGCCCCGTTA CTGTCTCTTT  
Klon 16-50 cDNS  ~~~~~~~~~~~~~ ~~~~~~~GTG GGACTGAAGA TGCCCCGTTA CTGTCTCTTT  Ex20 
    
12.301 12.350 
 
  Klon 16-50 cDNS  GGGGATACAG TCAACACAGC CTCAAGAATG GAGTCTAATG GGGAAGGTAC 
gDNS NPR1 Ensembl  GGGGATACAG TCAACACAGC CTCAAGAATG GAGTCTAATG GGGAAGGTAC  
 
                   12.351                                          12.400 
   
gDNS NPR1 Ensembl  AGTGCCCCCT CCTAGAGGGA ATGGGGAGGG CAGGGTGGCT GAGGGAAATG  
Klon 16-50 cDNS  AGTGCCCCCT CCTAGAGGGA ATGGGGAGGG CAGGGTGGCT GAGGGAAATG  
 
                   12.401                                          12.450 
  Klon 16-50 cDNS  CCATCCTGGG GCAGCCTGTG CCTGCACAGC CCGTTTCAGC TCCTAGCCCT  
gDNS NPR1 Ensembl  CCATCCTGGG GCAGCCTGTG CCTGCACAGC CCGTTTCAGC TCCTAGCCCT  
 
                   12.451                                          12.500 
  Klon 16-50 cDNS  TTCGCCTCCC AAGTTCCCCT TCTCATAATA TTAAGAGTTC AACCTGGGCT  
gDNS NPR1 Ensembl  TTCGCCTCCC AAGTTCCCCT TCTCATAATA TTAAGAGTTC AACCTGGGCT  
 
                   12.501                                          12.550 
  Klon 16-50 cDNS  CATCAACTTG ACTGTAACCA GAGACTCAGG TTCCTGCTGC CCCTCTTGTC  
gDNS NPR1 Ensembl  CATCAACTTG ACTGTAACCA GAGACTCAGG TTCCTGCTGC CCCTCTTGTC  
 
                   12.551                                          12.600 
  Klon 16-50 cDNS  AAACGATGTA AAAGTATTTC CGGGCCAGTG CTGGAGAGTT CCCAGCAGGA  
gDNS NPR1 Ensembl  AAACGATGTA AAAGTATTTC CGGGCCAGTG CTGGAGAGTT CCCAGCAGGA  
 
                   12.601                                          12.650 
  Klon 16-50 cDNS  ATCTGATTTT AAGACCCTCT GTGGGCCGGG CGTGGTGACT CACACCTGTA  
gDNS NPR1 Ensembl  ATCTGATTTT AAGACCCTCT GTGGGCCGGG CGTGGTGACT CACACCTGTA  
 
                   12.651                                          12.700 
  Klon 16-50 cDNS  ATCCCAGCAC TTTGGGAGGC TGAGGCAGGC GGATCACCTG AGGTCGGGGG  
gDNS NPR1 Ensembl  ATCCCAGCAC TTTGGGAAGC TGAGGCAGGC GGATCACCTG AGGTCGGGGG  
 
                   12.701                                          12.750 
  Klon 16-50 cDNS  TTCGAGACCA GCCTGACCAG CGTGATGAGA TCCCGTCTCT ACTAAAAATA  
gDNS NPR1 Ensembl  TTCGAGACCA GCCTGACCAA CATGATGAAA TCCCGTCTCT ACTAAAAATA  
 
                   12.751                                          12.800 
  Klon 16-50 cDNS  CAAAAAACTA GCCAGGTGTG ATGGCAGGCT CCTGTAATCC CAGCTGCTTG  
gDNS NPR1 Ensembl  CAAAAAACTA GCCAGGTGTG ATGGCAGGCT CCTGTAATCC CAGCTACTTG  
 
                   12.801                                          12.850 
  Klon 16-50 cDNS  GGAGGCTGAG GCGGGGGAAT TGCTTGAACC CGGGAGGCGG AGGTTGCGAT  
gDNS NPR1 Ensembl  GGAGGCTGAG GCAGAAGAAT TGCTTGAACC CGGGAGGCAG AGGTTGCGAT  
 
                   12.851                                          12.900 
  Klon 16-50 cDNS  GAGCCGAGAT TGCACCACGC ACCCCAGCTT GGGCAATAAG AGTTAAACTC  
gDNS NPR1 Ensembl  GAGCCAAGAT TACACCACGC ACCCCAGCTT GGGCAATAAG AGTTAAACTC  
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                   12.901                                          12.950 
  Klon 16-50 cDNS  TGTCTCAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
gDNS NPR1 Ensembl  TGTCTCAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAGACCCTC TGCTCCACCT 
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VI. Anhang 
J.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon 18-12 mit der mRNS-Sequenz 
von OFD1 aus der Ensembl-Datenbank 
 
                   2701                                              2750 
  Klon 18-12 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~TTTA TCGAAGACAA ACTGAACTTC AAGACAAAAG  Ex19
mRNS OFD1 Ensembl  GAGCAGAAAG TGGGTCTTTA TCGAAGACAA ACTGAACTTC AAGACAAAAG  
 
                   2751                                              2800 
  Klon 18-12 cDNS  TGAATTTTCA GATGTGGACA AGCTAGCTTT TAAGGATAAT GAGGAGTTTG  
mRNS OFD1 Ensembl  TGAATTTTCA GATGTGGACA AGCTAGCTTT TAAGGATAAT GAGGAGTTTG  
 
                   2801                                              2850 
  Klon 18-12 cDNS  AATCATCTTT TGAATCTGCA GGGAACATGC CAAGGCAGTT GGAAATGGGC  Ex20
mRNS OFD1 Ensembl  AATCATCTTT TGAATCTGCA GGGAACATGC CAAGGCAGTT GGAAATGGGC  
 
                   2851                                              2900 
  Klon 18-12 cDNS  GGGCTTTCTC CTGCCGGGGA TATGTCTCAT GTGGACGCTG CTGCAGCTGC  
mRNS OFD1 Ensembl  GGGCTTTCTC CTGCCGGGGA TATGTCTCAT GTGGACGCTG CTGCAGCTGC  
 
                   2901                                              2950 
  
mRNS OFD1 Ensembl  TGTGCCCCTC TCATATCAGC ACCCAAGTGT AGATCAGAAA CAAATTGAAG  
Klon 18-12 cDNS  TGTGCCCCTC TCATATCAGC ACCCNAGTGT AGATCAGAAA CAAATTGAAG  
Ex21
 
                   2951                                              3000 
  Klon 18-12 cDNS  AACAAAAGGA AGAAGAAAAA ATACGGGAAC AGCAAGTGAA AGA~~~~~~~  
mRNS OFD1 Ensembl  AACAAAAGGA AGAAGAAAAA ATACGGGAAC AGCAAGTGAA AGAACGAAGG  
 
                   3001                                              3050 
  Klon 18-12 cDNS  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
mRNS OFD1 Ensembl  CAGAGAGAAG AAAGAAGGCA GAGTAACCTA CAAGAAGTTT TAGAAAGGGA 
 
 
 Stopcodon Anfang Codon
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VI. Anhang 
K.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon IRATp970E0794D mit der 
mRNS-Sequenz von C7 aus der NCBI-Datenbank 
 
                     1                                                   50 
       mRNS C7 NCBI  AGGGAGAGGC AGAGAGGCAG GCAGCCTGCT GGGCTCTTCC TGCTGTTGAA  
Klon IRATp970E0794D  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~G GCAGCCTGCT GGGCTCTTCC TGCTGTTGAA  
 
                     51                                                 100 
        
Klon_ IRATp970E0794D AACTTACCCG GCCCTTACAG AGGAAATCTT CCTCCTCTCT TCTGCCCTGA  
mRNS C7 NCBI  AACTTACCCG GCCCTTACAG AGGAAATCTT CCTCCTCTCT TCTGCCCTGA  
 
                     101                                                150 
       mRNS C7 NCBI  ATGTTTTCCC AAACATGAAG GTGATAAGCT TATTCATTTT GGTGGGATTT  
Klon IRATp970E0794D  ATGTTTTCCC AAACATGAAG GTGATAAGCT TATTCATTTT GGTGGGATTT  
 
                     151                                                200 
       mRNS C7 NCBI  ATAGGAGAGT TCCAAAGTTT TTCAAGTGCC TCCTCTCCAG TCAACTGCCA  
Klon IRATp970E0794D  ATAGGAGAGT TCCAAAGTTT TTCAAGTGCC TCCTCTCCAG TCAACTGCCA  
 
                     201                                                250 
       
Klon IRATp970E0794D  GTGGGACTTC TATGCCCCTT GGTCAGAATG CAATGGCTGT ACCAAGACTC  
mRNS C7 NCBI  GTGGGACTTC TATGCCCCTT GGTCAGAATG CAATGGCTGT ACCAAGACTC  
 
                     251                                                300 
       mRNS C7 NCBI  AGACTCGCAG GCGGTCAGTT GCTGTGTATG GGCAGTATGG AGGCCAGCCT  
Klon IRATp970E0794D  AGACTCGCAG GCGGTCAGTT GCTGTGTATG GGCAGTATGG AGGCCAGCCT  
 
                     301                                                350 
       mRNS C7 NCBI  TGTGTTGGAA ATGCTTTTGA AACACAGTCC TGTGAACCTA CAAGAGGATG  
Klon IRATp970E0794D  TGTGTTGGAA ATGCTTTTGA AACACAGTCC TGTGAACCTA CAAGAGGATG  
 
                     351                                                400 
       mRNS C7 NCBI  TCCAACAGAG GAGGGATGTG GAGAGCGTTT CAGGTGCTTT TCAGGTCAGT  
Klon IRATp970E0794D  TCCAACAGAG GAGGGATGTG GAGAGCGTTT CAGGTGCTTT TCAGGTCAGT  
 
                     401                                                450 
       mRNS C7 NCBI  GCATCAGCAA ATCATTGGTT TGCAATGGGG ATTCTGACTG TGATGAAGAC  
Klon IRATp970E0794D  GCATCAGCAA ATCATTGGTT TGCAATGGGG ATTCTGACTG TGATGAAGAC  
 
                     451                                                500 
       mRNS C7 NCBI  AGTGCTGATG AAGACAGATG TGAGGACTCA GAAAGGAGAC CTTCCTGTGA  
Klon IRATp970E0794D  AGTGCTGATG AAGACAGATG TGAGGACTCA GAAAGGAGAC CTTCCTGTGA  
 
                     501                                                550 
       mRNS C7 NCBI  TATCGATAAA CCTCCTCCTA ACATAGAACT TACTGGAAAT GGTTACAATG  
Klon IRATp970E0794D  TATCGATAAA CCTCCTCCTA ACATAGAACT TACTGGAAAT GGTTACAATG  
 
                     551                                                600 
       mRNS C7 NCBI  AACTCACTGG CCAGTTTAGG AACAGAGTCA TCAATACCAA AAGTTTTGGT  
Klon IRATp970E0794D  AACTCACTGG CCAGTTTAGG AACAGAGTCA TCAATACCAA AAGTTTTGGT  
 
                     601                                                650 
       mRNS C7 NCBI  GGTCAATGTA GAAAGGTGTT TAGTGGGGAT GGAAAAGATT TCTACAGGCT  
Klon IRATp970E0794D  GGTCAATGTA GAAAGGTGTT TAGTGGGGAT GGAAAAGATT TCTACAGGCT  
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                     651                                                700 
       mRNS C7 NCBI  GAGTGGAAAT GTCCTGTCCT ATACATTCCA GGTGAAAATA AATAATGATT  
Klon IRATp970E0794D  GAGTGGAAAT GTCCTGTCCT ATACATTCCA GGTGAAAATA AATAATGATT  
 
                     701                                                750 
       mRNS C7 NCBI  TTAATTATGA ATTTTACAAT AGTACTTGGT CTTATGTAAA ACATACGTCG  
Klon IRATp970E0794D  TTAATTATGA ATTTTACAAT AGTACTTGGT CTTATGTAAA ACATACGTCG  
 
                     751                                                800 
       mRNS C7 NCBI  ACAGAACACA CATCATCTAG TCGGAAGCGC TCCTTTTTTA GATCTTCATC  
Klon IRATp970E0794D  ACAGAACACA CATCATCTAG TCGGAAGCGC TCCTTTTTTA GATCTTCATC  
 
                     801                                                850 
       mRNS C7 NCBI  ATCTTCTTCA CGCAGTTATA CTTCACATAC CAATGAAATC CATAAAGGAA  
Klon IRATp970E0794D  ATCTTCTTCA CGCAGTTATA CTTCACATAC CAATGAAATC CATAAAGGAA  
 
                     851                                                900 
       mRNS C7 NCBI  AGAGTTACCA ACTGCTGGTT GTTGAGAACA CTGTTGAAGT GGCTCAGTTC  
Klon IRATp970E0794D  AGAGTTACCA ACTGCTGGTT GTTGAGAACA CTGTTGAAGT GGCTCAGTTC  
 
                     901                                                950 
       mRNS C7 NCBI  ATTAATAACA ATCCAGAATT TTTACAACTT GCTGAGCCAT TCTGGAAGGA  
Klon IRATp970E0794D  ATTAATAACA ATCCAGAATT TTTACAACTT GCTGAGCCAT TCTGGAAGGA  
 
                     951                                               1000 
       mRNS C7 NCBI  GCTTTCCCAC CTCCCCTCTC TGTATGACTA CAGTGCCTAC CGAAGATTAA  
Klon IRATp970E0794D  GCTTTCCCAC CTCCCCTCTC TGTATGACTA CAGTGCCTAC CGAAGATTAA  
 
                     1001                                              1050 
       mRNS C7 NCBI  TCGACCAGTA CGGGACACAT TATCTGCAAT CTGGGTCGTT AGGAGGAGAA  
Klon IRATp970E0794D  TCGACCAGTA CGGGACACAT TATCTGCAAT CTGGGTCGTT AGGAGGAGAA  
 
                     1051                                              1100 
       mRNS C7 NCBI  TACAGAGTTC TATTTTATGT GGACTCAGAA AAATTAAAAC AAAATGATTT  
Klon IRATp970E0794D  TACAGAGTTC TATTTTATGT GGACTCAGAA AAATTAAAAC AAAATGATTT  
 
                     1101                                              1150 
       
Klon IRATp970E0794D  TAATTCAGTC GAAGAAAAGA AATGTAAATC CTCAGGTTGG CATTTTGTCG  
mRNS C7 NCBI  TAATTCAGTC GAAGAAAAGA AATGTAAATC CTCAGGTTGG CATTTTGTCG  
 
                     1151                                              1200 
       mRNS C7 NCBI  TTAAATTTTC AAGTCATGGA TGCAAGGAAC TGGAAAACGC TTTAAAAGCT  
Klon IRATp970E0794D  TTAAATTTTC AAGTCATGGA TGCAAGGAAC TGGAAAACGC TTTAAAAGCT  
 
                     1201                                              1250 
       mRNS C7 NCBI  GCTTCAGGAA CCCAGAACAA TGTATTGCGA GGAGAACCGT TCATCAGAGG  
Klon IRATp970E0794D  GCTTCAGGAA CCCAGAACAA TGTATTGCGA GGAGAACCGT TCATCAGAGG  
 
                     1251                                              1300 
       
Klon IRATp970E0794D  GGGAGGTGCA GGCTTCATAT CTGGCCTTAG TTACCTAGAG CTGGACAATC  
mRNS C7 NCBI  GGGAGGTGCA GGCTTCATAT CTGGCCTTAG TTACCTAGAG CTGGACAATC  
 
                     1301                                              1350 
       mRNS C7 NCBI  CTGCTGGAAA CAAAAGGCGA TATTCTGCCT GGGCAGAATC TGTGACTAAT  
Klon IRATp970E0794D  CTGCTGGAAA CAAAAGGCGA TATTCTGCCT GGGCAGAATC TGTGACTAAT  
  
                     1351                                              1400 
       mRNS C7 NCBI  CTTCCTCAAG TCATAAAACA AAAGCTGACA CCTTTATATG AGCTGGTAAA  
Klon IRATp970E0794D  CTTCCTCAAG TCATAAAACA AAAGCTGACA CCTTTATATG AGCTGGTAAA  
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                     1401                                              1450 
       mRNS C7 NCBI  GGAAGTACCT TGTGCCTCTG TGAAAAAACT ATACCTGAAA TGGGCTCTTG  
Klon IRATp970E0794D  GGAAGTACCT TGTGCCTCTG TGAAAAAACT ATACCTGAAA TGGGCTCTTG  
 
                     1451                                              1500 
       mRNS C7 NCBI  AAGAGTATCT GGATGAATTT GACCCCTGTC ATTGCCGGCC TTGTCAAAAT  
Klon IRATp970E0794D  AAGAGTATCT GGATGAATTT GACCCCTGTC ATTGCCGGCC TTGTCAAAAT  
 
                     1501                                              1550 
       mRNS C7 NCBI  GGTGGTTTGG CTACTGTTGA GGGGACCCAT TGTCTGTGCC ATTGCAAACC  
Klon IRATp970E0794D  GGTGGTTTGG CTACTGTTGA GGGGACCCAT TGTCTGTGCC ATTGCAAACC  
 
                     1551                                              1600 
       mRNS C7 NCBI  GTACACATTT GGTGCGGCGT GTGAGCAAGG AGTCCTCGTA GGGAATCAAG  
Klon IRATp970E0794D  GTACACATTT GGTGCGGCGT GTGAGCAAGG AGTCCTCGTA GGGAATCAAG  
 
                     1601                                              1650 
       mRNS C7 NCBI  CAGGAGGGGT TGATGGAGGT TGGAGTTGCT GGTCCTCTTG GAGCCCCTGT  
Klon IRATp970E0794D  CAGGAGGGGT TGATGGAGGT TGGAGTTGCT GGTCCTCTTG GAGCCCCTGT  
 
                     1651                                              1700 
       mRNS C7 NCBI  GTCCAAGGGA AGAAAACAAG AAGCCGTGAA TGCAATAACC CACCTCCCAG  
Klon IRATp970E0794D  GTCCAAGGGA AGAAAACAAG AAGCCGTGAA TGCAATAACC CACCTCCCAG  
 
                     1701                                              1750 
       mRNS C7 NCBI  TGGGGGTGGG AGATCCTGCG TTGGAGAAAC GACAGAAAGC ACACAATGCG  
Klon IRATp970E0794D  TGGGGGTGGG AGATCCTGCG TTGGAGAAAC GACAGAAAGC ACACAATGCG  
 
                     1751                                              1800 
       mRNS C7 NCBI  AAGATGAGGA GCTGGAGCAC TTGAGGTTGC TTGAACCACA TTGCTTTCCT  
Klon IRATp970E0794D  AAGATGAGGA GCTGGAGCAC TTGAGGTTGC TTGAACCACA TTGCTTTCCT  
 
                     1801                                              1850 
       mRNS C7 NCBI  TTGTCTTTGG TTCCAACAGA ATTCTGTCCA TCACCTCCTG CCTTGAAAGA  
Klon IRATp970E0794D  TTGTCTTTGG TTCCAACAGA ATTCTGTCCA TCACCTCCTG CCTTGAAAGA  
 
                     1851                                              1900 
       
Klon IRATp970E0794D  TGGATTTGTT CAAGATGAAG GTACAATGTT TCCTGTGGGG AAAAATGTAG  
mRNS C7 NCBI  TGGATTTGTT CAAGATGAAG GTACAATGTT TCCTGTGGGG AAAAATGTAG  
 
                     1901                                              1950 
       mRNS C7 NCBI  TGTACACTTG CAATGAAGGA TACTCTCTTA TTGGAAACCC AGTGGCCAGA  
Klon IRATp970E0794D  TGTACACTTG CAATGAAGGA TACTCTCTTA TTGGAAACCC AGTGGCCAGA  
 
                     1951                                              2000 
       mRNS C7 NCBI  TGTGGAGAAG ATTTACGGTG GCTTGTTGGG GAAATGCATT GTCAGAAAAT  
Klon IRATp970E0794D  TGTGGAGAAG ATTTACGGTG GCTTGTTGGG GAAATGCATT GTCAGAAAAT  
 
                     2001                                              2050 
       
Klon IRATp970E0794D  TGCCTGTGTT CTACCTGTAC TGATGGATGG CATACAGAGT CACCCCCAAA  
mRNS C7 NCBI  TGCCTGTGTT CTACCTGTAC TGATGGATGG CATACAGAGT CACCCCCAAA  
 
                     2051                                              2100 
       mRNS C7 NCBI  AACCTTTCTA CACAGTTGGT GAGAAGGTGA CTGTTTCCTG TTCAGGTGGC  
Klon IRATp970E0794D  AACCTTTCTA CACAGTTGGT GAGAAGGTGA CTGTTTCCTG TTCAGGTGGC  
 
                     2101                                              2150 
       mRNS C7 NCBI  ATGTCCTTAG AAGGTCCTTC AGCATTTCTC TGTGGCTCCA GCCTTAAGTG  
Klon IRATp970E0794D  ATGTCCTTAG AAGGTCCTTC AGCATTTCTC TGTGGCTCCA GCCTTAAGTG  
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                     2151                                              2200 
       mRNS C7 NCBI  GAGTCCTGAG ATGAAGAATG CCCGCTGTGT ACAAAAAGAA AATCCGTTAA  
Klon IRATp970E0794D  GAGTCCTGAG ATGAAGAATG CCCGCTGTGT ACAAAAAGAA AATCCGTTAA  
 
                     2201                                              2250 
       mRNS C7 NCBI  CACAGGCAGT GCCTAAATGT CAGCGCTGGG AGAAACTGCA GAATTCAAGA  
Klon IRATp970E0794D  CACAGGCAGT GCCTAAATGT CAGCGCTGGG AGAAACTGCA GAATTCAAGA  
 
                     2251                                              2300 
       mRNS C7 NCBI  TGTGTTTGTA AAATGCCCTA CGAATGTGGA CCTTCCTTGG ATGTATGTGC  
Klon IRATp970E0794D  TGTGTTTGTA AAATGCCCTA CGAATGTGGA CCTTCCTTGG ATGTATGTGC  
 
                     2301                                              2350 
       mRNS C7 NCBI  TCAAGATGAG AGAAGCAAAA GGATACTGCC TCTGACAGTT TGCAAGATGC  
Klon IRATp970E0794D  TCAAGATGAG AGAAGCAAAA GGATACTGCC TCTGACAGTT TGCAAGATGC  
 
                     2351                                              2400 
       mRNS C7 NCBI  ATGTTCTCCA CTGTCAGGGT AGAAATTACA CCCTTACTGG TAGGGACAGC  
Klon IRATp970E0794D  ATGTTCTCCA CTGTCAGGGT AGAAATTACA CCCTTACTGG TAGGGACAGC  
 
                     2401                                              2450 
       mRNS C7 NCBI  TGTACTCTGC CTGCCTCAGC TGAGAAAGCT TGTGGTGCCT GCCCACTGTG  
Klon IRATp970E0794D  TGTACTCTGC CTGCCTCAGC TGAGAAAGCT TGTGGTGCCT GCCCACTGTG  
 
                     2451                                              2500 
       mRNS C7 NCBI  GGGAAAATGT GATGCTGAGA GCAGCAAATG TGTCTGCCGA GAAGCATCGG  
Klon IRATp970E0794D  GGGAAAATGT GATGCTGAGA GCAGCAAATG TGTCTGCCGA GAAGCATCGG  
 
                     2501                                              2550 
       mRNS C7 NCBI  AGTGCGAGGA AGAAGGGTTT AGCATTTGTG TGGAAGTGAA CGGCAAGGAG  
Klon IRATp970E0794D  AGTGCGAGGA AGAAGGGTTT AGCATTTGTG TGGAAGTGAA CGGCAAGGAG  
 
                     2551                                              2600 
       mRNS C7 NCBI  CAGACGATGT CTGAGTGTGA GGCGGGCGCT CTGAGATGCA GAGGGCAGAG  
Klon IRATp970E0794D  CAGACGATGT CTGAGTGTGA GGCGGGCGCT CTGAGATGCA GAGGGCAGAG  
 
                     2601                                              2650 
mRNS C7 NCBI  CATCTCTGTC ACCAGCATAA GGCCTTGTGC TGCGGAAACC CAGTAGGCTC         
Klon IRATp970E0794D  CATCTCTGTC ACCAGCATAA GGCCTTGTGC TGCGGAAACC CAGTAGGCTC  
 
                     2651                                              2700 
       mRNS C7 NCBI  CTGGAGGCCC TGGTCAGCTT GCTTGGAATC CAGCAGGCAG CTGGGGCTGA  
Klon IRATp970E0794D  CTGGAGGCCC TGGTCAGCTT GCTTGGAATC CAGCAGGCAG CTGGGGCTGA  
 
                     2701                                              2750 
       mRNS C7 NCBI  GTGAAAACAT CTGCACAACT GGGCACTGGA CAGCTTTTCC TTCTTCTCCA  
Klon IRATp970E0794D  GTGAAAACAT CTGCACAACT GGGCACTGGA CAGCTTTTCC TTCTTCTCCA  
 
                     2751                                              2800 
       
Klon IRATp970E0794D  GTGTCTACCT TCCTCCTCAA CTCCCAGCCA TCTGTATAAA CACAATCCTT  
mRNS C7 NCBI  GTGTCTACCT TCCTCCTCAA CTCCCAGCCA TCTGTATAAA CACAATCCTT  
 
                     2801                                              2850 
       mRNS C7 NCBI  TGTTCTCCCA AATCTGAATC GAATTACTCT TTTGCCTCCT TTTTAATGTC  
Klon IRATp970E0794D  TGTTCTCCCA AATCTGAATC GAATTACTCT TTTGCCTCCT TTTTAATGTC  
 
                     2851                                              2900 
       mRNS C7 NCBI  AGTAAGGATA TGAGCCTTTG CACAGGCTGG CTGCGTGTTC TTGAAATAGG  
Klon IRATp970E0794D  AGTAAGGATA TGAGCCTTTG CACAGGCTGG CTGCGTGTTC TTGAAATAGG  
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                     2901                                              2950 
       mRNS C7 NCBI  TGTTACCTTC TCTGGGCCTT GGTTTTTTAA AATCTGTAAA ATTAGAGGAT  
Klon IRATp970E0794D  TGTTACCTTC TCTGGGCCTT GGTTTTTTAA AATCTGTAAA ATTAGAGGAT  
 
                     2951                                              3000 
       mRNS C7 NCBI  TGCACTAGAG AAACTTGAAT GCTCCATTCA GGCCTATCAT TTTATTAAGT  
Klon IRATp970E0794D  TGCACTAGAG AAACTTGAAT GCTCCATTCA GGCCTATCAT TTTATTAAGT  
 
                     3001                                              3050 
       mRNS C7 NCBI  ATGATTGACA CAGCCCATGG GCCAGAACAC ACTCTACAAA ATGACTAGGA  
Klon IRATp970E0794D  ATGATTGACA CAGCCCATGG GCCAGAACAC ACTCTACAAA ATGACTAGGA  
 
                     3051                                              3100 
       mRNS C7 NCBI  TAACAGAAAG AACGTGATCT CCTGATTAGA GAGGGTGGTT TTCCTCAATG  
Klon IRATp970E0794D  TAACAGAAAG AACGTGATCT CCTGATTAGA GAGGGTGGTT TTCCTCAATG  
 
                     3101                                              3150 
       mRNS C7 NCBI  GAACCAAATA TAAAGAGGAC TTGAACAAAA ATGACAGATA CAAACTATTT  
Klon IRATp970E0794D  GAACCAAATA TAAAGAGGAC TTGAACAAAA ATGACAGATA CAAACTATTT  
 
                     3151                                              3200 
       mRNS C7 NCBI  CTATCCTGAG TAGTAATCTC ACACTTCATC CTATAGAGTC AACCACCACA  
Klon IRATp970E0794D  CTATCCTGAG TAGTAATCTC ACACTTCATC CTATAGAGTC AACCACCACA  
 
                     3201                                              3250 
       mRNS C7 NCBI  GATAGGAATT CCTTATTCTT TTTTTAATTT TTTTAAGACA GAGTCTCACT  
Klon IRATp970E0794D  GATAGGAATT CCTTATTCTT TTTTTAATTT TTTTAAGACA GAGTCTCACT  
 
                     3251                                              3300 
       mRNS C7 NCBI  TTGTTGCCCA GGCTGGAGCG CAGTGGGGTG ATCTCATCTC CCTGCAACCT  
Klon IRATp970E0794D  TTGTTGCCCA GGCTGGAGCG CAGTGGGGTG ATCTCATCTC CCTGCAACCT  
 
                     3301                                              3350 
       mRNS C7 NCBI  CCGCCTCCTG GGTTCAAGCG ATTCTTGTGC CTCAGCTTCC CAAGCAGCTG  
Klon IRATp970E0794D  CCGCCTCCTG GGTTCAAGCG ATTCTTGTGC CTCAGCTTCC CAAGCAGCTG  
 
                     3351                                              3400 
       
Klon IRATp970E0794D  GGATTACAGG TGCCCGCCAC CACGCCCAGC TAATTTTTGC ATTTTTAGTA  
mRNS C7 NCBI  GGATTACAGG TGCCCGCCAC CACGCCCAGC TAATTTTTGC ATTTTTAGTA  
 
                     3401                                              3450 
       mRNS C7 NCBI  GAGATGGGGT TTCACCATGT TGGCCACGCT CGTCTCCAAC TCCTGACCTC  
Klon IRATp970E0794D  GAGATGGGGT TTCACCATGT TGGCCACGCT CGTCTCCAAC TCCTGACCTC  
 
                     3451                                              3500 
       mRNS C7 NCBI  AGGTAATCCG CCTGCCTTGG CCTCCCAAAG TGCTGGGATT ACAGACATGA  
Klon IRATp970E0794D  AGGTAATCCG CCTGCCTTGG CCTCCCAAAG TGCTGGGATT ACAGACATGA  
 
                     3501                                              3550 
       
Klon IRATp970E0794D  ACCACCACGC CTGGCTGGAA TACTTACTCT TGTCGGGAGA TTGAACCACT  
mRNS C7 NCBI  ACCACCACGC CTGGCTGGAA TACTTACTCT TGTCGGGAGA TTGAACCACT  
 
                     3551                                              3600 
       mRNS C7 NCBI  AAAATGTTAG AGCAGAATTC ATTATGCTGT GGTCACAGGG GTGTCTTGTC  
Klon IRATp970E0794D  AAAATGTTAG AGCAGAATTC ATTATGCTGT GGTCACAGGG GTGTCTTGTC  
 
                     3601                                              3650 
       mRNS C7 NCBI  TGAGAACAAA TACAATTCAG TCTTCTCTTT GGGGTTTTAG TATGTGTCAA  
Klon IRATp970E0794D  TGAGAACAAA TACAATTCAG TCTTCTCTTT GGGGTTTTAG TATGTGTCAA  
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                     3651                                              3700 
       mRNS C7 NCBI  ACATAGGACT GGAAGTTTGC CCCTGTTCTT TTTTCTTTTG AAAGAACATC  
Klon IRATp970E0794D  ACATAGGACT GGAAGTTTGC CCCTGTTCTT TTTTCTTTTG AAAGAACATC  
 
                     3701                                              3750 
       mRNS C7 NCBI  AGTTCATGCC TGAGGCATGA GTGACTGTGC ATTTGAGAAT AGTTTTCCCT  
Klon IRATp970E0794D  AGTTCATGCC TGAGGCATGA GTGACTGTGC ATTTGAGAAT AGTTTTCCCT  
 
                     3751                                              3800 
       mRNS C7 NCBI  ATTCTGTGGA TACAGTCCCA GAGTTTTCAG GGAGTACACA GGTAGATTAG  
Klon IRATp970E0794D  ATTCTGTGGA TACAGTCCCA GAGTTTTCAG GGAGTACACA GGTAGATTAG  
 
                     3801                                              3850 
       mRNS C7 NCBI  TTTGAAGCAT TGACCTTTTA TTTATTCCTT ATTTCTCTTT CATCAAAACA  
Klon IRATp970E0794D  TTTGAAGCAT TGACCTTTTA TTTATTCCTT ATTTCTCTTT CATCAAAACA  
 
                     3851                                              3900 
       mRNS C7 NCBI  AAACAGCAGC TGTGGGAGGA GAAATGAGAG GGCTTAAATG AAATTTAAAA  
Klon IRATp970E0794D  AAACAGCAGC TGTGGGAGGA GAAATGAGAG GGCTTAAATG AAATTTAAAA  
 
                     3901                                              3950 
       mRNS C7 NCBI  TAAGCTATAT TATACAAATA CTATCTCTGT ATTGTTCTGA CCCTGGTAAA  
Klon IRATp970E0794D  TAAGCTATAT TATACAAATA CTATCTCTGT ATTGTTCTGA CCCTGGTAAA  
 
                     3951                                              4000 
       mRNS C7 NCBI  TATATTTCAA AACTTCAGAT GACAAGGATT AGAACACTCA TTAAAGATGC  
Klon IRATp970E0794D  TATATTTCAA AACTTCAGAT GACAAGGATT AGAACACTCA TTAAAGATGC  
 
                     4001                             4034 
       mRNS C7 NCBI  TATTCTTCAG AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAA 
Klon IRATp970E0794D  TATTCTTCAG AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAA 
 
 
 Translationsstartpunkt Stopcodon 
VI. Anhang 
L.  Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon IRAKp961A112133Q mit der 
mRNS-Sequenz von NPR1 aus der Ensembl-Datenbank 
 
                      1                                                   50 
Klon IRAKp961A12133Q  GGTTCCCTCC GGATAGCCGG AGACTTGGGC CGGCCGGACG CCCCTTCTGG  
   mRNS NPR1 Ensembl  GGTTCCCTCC GGATAGCCGG AGACTTGGGC CGGCCGGACG CCCCTTCTGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CACACTCCCT GGGGCAGGCG CTCACGCACG CTACAAACAC ACACTCCTCT  
  51                                                 100 
   mRNS NPR1 Ensembl  CACACTCCCT GGGGCAGGCG CTCACGCACG CTACAAACAC ACACTCCTCT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TTCCTCCCTC GCGCGCCCTC TCTCATCCTT CTTCACGAAG CGCTCACTCG  
  101                                                150 
   mRNS NPR1 Ensembl  TTCCTCCCTC GCGCGCCCTC TCTCATCCTT CTTCACGAAG CGCTCACTCG  
 
                      151                                                200 
Klon IRAKp961A12133Q  CACCCTTTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCT.. AACACGCACG CACACTCCCA  
   mRNS NPR1 Ensembl  CACCCTTTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT AACACGCACG CACACTCCCA  
 
                      201                                                250 
Klon IRAKp961A12133Q  GTTGTTCACA CTCGGGTCCT CTCCAGCCCG ACGTTCTCCT GGCACCCACC  
   mRNS NPR1 Ensembl  GTTGTTCACA CTCGGGTCCT CTCCAGCCCG ACGTTCTCCT GGCACCCACC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TGCTCCGCGG CGCCCTGCGC GCCCCCCTCG GTCGCGCCCC TTGCGCTCTC  
  251                                                300 
   mRNS NPR1 Ensembl  TGCTCCGCGG CGCCCTGCGC GCCCCCCTCG GTCGCGCCCC TTGCGCTCTC  
 
                      301                                                350 
Klon IRAKp961A12133Q  GGCCCAGACC GTCGCAGCTA CAGGGGGCCT CGAGCCCCGG GGTGAGCGTC  
   mRNS NPR1 Ensembl  GGCCCAGACC GTCGCAGCTA CAGGGGGCCT CGAGCCCCGG GGTGAGCGTC  
 
                      351                                                400 
Klon IRAKp961A12133Q  CCCGTCCCGC TCCTGCTCCT TCCCATAGGG ACGCGCCTGA TGCCTGGGAC  
   mRNS NPR1 Ensembl  CCCGTCCCGC TCCTGCTCCT TCCCATAGGG ACGCGCCTGA TGCCTGGGAC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CGGCCGCTGA GCCCAAGGGG ACCGAGGAGG CCATGGTAGG AGCGCTCGCC  
  401                                                450 
   mRNS NPR1 Ensembl  CGGCCGCTGA GCCCAAGGGG ACCGAGGAGG CCATGGTAGG AGCGCTCGCC  
 
                      451                                                500 
Klon IRAKp961A12133Q  TGCTGCGGTG CCCGCTGAGG CCATGCCGGG GCCCCGGCGC CCCGCTGGCT  
   mRNS NPR1 Ensembl  TGCTGCGGTG CCCGCTGAGG CCATGCCGGG GCCCCGGCGC CCCGCTGGCT  
 
                      501                                                550 
Klon IRAKp961A12133Q  CCCGCCTGCG CCTGCTCCTG CTCCTGCTGC TGCCGCCGCT GCTGCTGCTG  
   mRNS NPR1 Ensembl  CCCGCCTGCG CCTGCTCCTG CTCCTGCTGC TGCCGCCGCT GCTGCTGCTG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CTCCGGGGCA GCCACGCGGG CAACCTGACG GTAGCCGTGG TACTGCCGCT  
  551                                                600 
   mRNS NPR1 Ensembl  CTCCGGGGCA GCCACGCGGG CAACCTGACG GTAGCCGTGG TACTGCCGCT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GGCCAATACC TCGTACCCCT GGTCGTGGGC GCGCGTGGGA CCCGCCGTGG  
  601                                                650 
   mRNS NPR1 Ensembl  GGCCAATACC TCGTACCCCT GGTCGTGGGC GCGCGTGGGA CCCGCCGTGG  
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Klon IRAKp961A12133Q  AGCTGGCCCT GGCCCAGGTG AAGGCGCGCC CCGACTTGCT GCCGGGCTGG  
  651                                                700 
   mRNS NPR1 Ensembl  AGCTGGCCCT GGCCCAGGTG AAGGCGCGCC CCGACTTGCT GCCGGGCTGG  
 
                      701                                                750 
Klon IRAKp961A12133Q  ACGGTCCGCA CGGTGCTGGG CAGCAGCGAA AACGCGCTGG GCGTCTGCTC  
   mRNS NPR1 Ensembl  ACGGTCCGCA CGGTGCTGGG CAGCAGCGAA AACGCGCTGG GCGTCTGCTC  
 
                      751                                                800 
Klon IRAKp961A12133Q  CGACACCGCA GCGCCCCTGG CCGCGGTGGA CCTCAAGTGG GAGCACAACC  
   mRNS NPR1 Ensembl  CGACACCGCA GCGCCCCTGG CCGCGGTGGA CCTCAAGTGG GAGCACAACC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CCGCTGTGTT CCTGGGCCCC GGCTGCGTGT ACGCCGCCGC CCCAGTGGGG  
  801                                                850 
   mRNS NPR1 Ensembl  CCGCTGTGTT CCTGGGCCCC GGCTGCGTGT ACGCCGCCGC CCCAGTGGGG  
 
                      851                                                900 
Klon IRAKp961A12133Q  CGCTTCACCG CGCACTGGCG GGTCCCGCTG CTGACCGCCG GCGCCCCGGC  
   mRNS NPR1 Ensembl  CGCTTCACCG CGCACTGGCG GGTCCCGCTG CTGACCGCCG GCGCCCCGGC  
 
                      901                                                950 
Klon IRAKp961A12133Q  GCTGGGCTTC GGTGTCAAGG ACGAGTATGC GCTGACCACC CGCGCGGGGC  
   mRNS NPR1 Ensembl  GCTGGGCTTC GGTGTCAAGG ACGAGTATGC GCTGACCACC CGCGCGGGGC  
 
                   
Klon RAKp961A12133Q   CCAGCTACGC CAAGCTGGGG GACTTCGTGG CGGCGCTGCA CCGACGGCTG  
   951                                               1000 
   mRNS NPR1 Ensembl  CCAGCTACGC CAAGCTGGGG GACTTCGTGG CGGCGCTGCA CCGACGGCTG  
 
                      1001                                              1050 
Klon IRAKp961A12133Q  GGCTGGGAGC GCCAAGCGCT CATGCTCTAC GCCTACCGGC CGGGTGACGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  GGCTGGGAGC GCCAAGCGCT CATGCTCTAC GCCTACCGGC CGGGTGACGA  
 
                      1051                                              1100 
Klon IRAKp961A12133Q  AGAGCACTGC TTCTTCCTCG TGGAGGGGCT GTTCATGCGG GTCCGCGACC  
   mRNS NPR1 Ensembl  AGAGCACTGC TTCTTCCTCG TGGAGGGGCT GTTCATGCGG GTCCGCGACC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GCCTCAATAT TACGGTGGAC CACCTGGAGT TCGCCGAGGA CGACCTCAGC  
  1101                                              1150 
   mRNS NPR1 Ensembl  GCCTCAATAT TACGGTGGAC CACCTGGAGT TCGCCGAGGA CGACCTCAGC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CACTACACCA GGCTGCTGCG GACCATGCCG CGCAAAGGCC GAGTTATCTA  
  1151                                              1200 
   mRNS NPR1 Ensembl  CACTACACCA GGCTGCTGCG GACCATGCCG CGCAAAGGCC GAGTTATCTA  
 
                      1201                                              1250 
Klon IRAKp961A12133Q  CATCTGCAGC TCCCCTGATG CCTTCAGAAC CCTCATGCTC CTGGCCCTGG  
   mRNS NPR1 Ensembl  CATCTGCAGC TCCCCTGATG CCTTCAGAAC CCTCATGCTC CTGGCCCTGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AAGCTGGCTT GTGTGGGGAG GACTACGTTT TCTTCCACCT GGATATCTTT  
  1251                                              1300 
   mRNS NPR1 Ensembl  AAGCTGGCTT GTGTGGGGAG GACTACGTTT TCTTCCACCT GGATATCTTT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GGGCAAAGCC TGCAAGGTGG ACAGGGCCCT GCTCCCCGCA GGCCCTGGGA  
  1301                                              1350 
   mRNS NPR1 Ensembl  GGGCAAAGCC TGCAAGGTGG ACAGGGCCCT GCTCCCCGCA GGCCCTGGGA  
 
                      1351                                              1400 
Klon IRAKp961A12133Q  GAGAGGGGAT GGGCAGGATG TCAGTGCCCG CCAGGCCTTT CAGGCTGCCA  
   mRNS NPR1 Ensembl  GAGAGGGGAT GGGCAGGATG TCAGTGCCCG CCAGGCCTTT CAGGCTGCCA  
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Klon IRAKp961A12133Q  AAATCATTAC ATATAAAGAC CCAGATAATC CCGAGTACTT GGAATTCCTG  
1401                                              1450 
   mRNS NPR1 Ensembl  AAATCATTAC ATATAAAGAC CCAGATAATC CCGAGTACTT GGAATTCCTG  
 
                      1451                                              1500 
Klon IRAKp961A12133Q  AAGCAGTTAA AACACCTGGC CTATGAGCAG TTCAACTTCA CCATGGAGGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  AAGCAGTTAA AACACCTGGC CTATGAGCAG TTCAACTTCA CCATGGAGGA  
 
                      1501                                              1550 
Klon IRAKp961A12133Q  TGTCCTGGTG AACACCATCC CAGCATCCTT CCACGACGGG CTCCTGCTCT  
   mRNS NPR1 Ensembl  TGGCCTGGTG AACACCATCC CAGCATCCTT CCACGACGGG CTCCTGCTCT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  ATATCCAGGC AGTGACGGAG ACTCTGGCAC ATGGGGGAAC TGTTACTGAT  
  1551                                              1600 
   mRNS NPR1 Ensembl  ATATCCAGGC AGTGACGGAG ACTCTGGCAC ATGGGGGAAC TGTTACTGAT  
 
                      1601                                              1650 
Klon IRAKp961A12133Q  GGGGAGAACA TCACTCAGCG GATGTGGAAC CGAAGCTTTC AAGGTGTGAC  
   mRNS NPR1 Ensembl  GGGGAGAACA TCACTCAGCG GATGTGGAAC CGAAGCTTTC AAGGTGTGAC  
 
                      1651                                              1700 
Klon IRAKp961A12133Q  AGGATACCTG AAAATTGATA GCAGTGGCGA TCGGGAAACA GACTTCTCCC  
   mRNS NPR1 Ensembl  AGGATACCTG AAAATTGATA GCAGTGGCGA TCGGGAAACA GACTTCTCCC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TCTGGGATAT GGATCCCGAG AATGGTGCCT TCAGGGTTGT ACTGAACTAC  
  1701                                              1750 
   mRNS NPR1 Ensembl  TCTGGGATAT GGATCCCGAG AATGGTGCCT TCAGGGTTGT ACTGAACTAC  
 
                      1751                                              1800 
Klon IRAKp961A12133Q  AATGGGACTT CCCAAGAGCT GGTGGCTGTG TCGGGGCGCA AACTGAACTG  
   mRNS NPR1 Ensembl  AATGGGACTT CCCAAGAGCT GGTGGCTGTG TCGGGGCGCA AACTGAACTG  
 
                      1801                                              1850 
Klon IRAKp961A12133Q  GCCCCTGGGG TACCCTCCTC CTGACATCCC CAAATGTGGC TTTGACAACG  
   mRNS NPR1 Ensembl  GCCCCTGGGG TACCCTCCTC CTGACATCCC CAAATGTGGC TTTGACAACG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AAGACCCAGC ATGCAACCAA GATCACCTTT CCACCCTGGA GGTGCTGGCT  
  1851                                              1900 
   mRNS NPR1 Ensembl  AAGACCCAGC ATGCAACCAA GATCACCTTT CCACCCTGGA GGTGCTGGCT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TTGGTGGGCA GCCTCTCCTT GCTCGGCATT CTGATTGTCT CCTTCTTCAT  
  1901                                              1950 
   mRNS NPR1 Ensembl  TTGGTGGGCA GCCTCTCCTT GCTCGGCATT CTGATTGTCT CCTTCTTCAT  
 
                      1951                                              2000 
Klon IRAKp961A12133Q  ATACAGGAAG ATGCAGCTGG AGAAGGAACT GGCCTCGGAG CTGTGGCGGG  
   mRNS NPR1 Ensembl  ATACAGGAAG ATGCAGCTGG AGAAGGAACT GGCCTCGGAG CTGTGGCGGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TGCGCTGGGA GGACGTTGAG CCCAGTAGCC TTGAGAGGCA CCTGCGGAGT  
  2001                                              2050 
   mRNS NPR1 Ensembl  TGCGCTGGGA GGACGTTGAG CCCAGTAGCC TTGAGAGGCA CCTGCGGAGT  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GCAGGCAGCC GGCTGACCCT GAGCGGGAGA GGCTCCAATT ACGGCTCCCT  
  2051                                              2100 
   mRNS NPR1 Ensembl  GCAGGCAGCC GGCTGACCCT GAGCGGGAGA GGCTCCAATT ACGGCTCCCT  
 
                      2101                                              2150 
Klon IRAKp961A12133Q  GCTAACCACA GAGGGCCAGT TCCAAGTCTT TGCCAAGACA GCATATTATA  
   mRNS NPR1 Ensembl  GCTAACCACA GAGGGCCAGT TCCAAGTCTT TGCCAAGACA GCATATTATA  
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Klon IRAKp961A12133Q  AGGGCAACCT CGTGGCTGTG AAACGTGTGA ACCGTAAACG CATTGAGCTG  
  2151                                              2200 
   mRNS NPR1 Ensembl  AGGGCAACCT CGTGGCTGTG AAACGTGTGA ACCGTAAACG CATTGAGCTG  
 
                      2201                                              2250 
Klon IRAKp961A12133Q  ACACGAAAAG TCCTGTTTGA ACTGAAGCAT ATGCGGGATG TGCAGAATGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  ACACGAAAAG TCCTGTTTGA ACTGAAGCAT ATGCGGGATG TGCAGAATGA  
 
                      2251                                              2300 
Klon IRAKp961A12133Q  ACACCTGACC AGGTTTGTGG GAGCCTGCAC CGACCCCCCC AATATCTGCA  
   mRNS NPR1 Ensembl  ACACCTGACC AGGTTTGTGG GAGCCTGCAC CGACCCCCCC AATATCTGCA  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TCCTCACAGA GTACTGTCCC CGTGGGAGCC TGCAGGACAT TCTGGAGAAT  
  2301                                              2350 
   mRNS NPR1 Ensembl  TCCTCACAGA GTACTGTCCC CGTGGGAGCC TGCAGGACAT TCTGGAGAAT  
 
                      2351                                              2400 
Klon IRAKp961A12133Q  GAGAGCATCA CCCTGGACTG GATGTTCCGG TACTCACTCA CCAATGACAT  
   mRNS NPR1 Ensembl  GAGAGCATCA CCCTGGACTG GATGTTCCGG TACTCACTCA CCAATGACAT  
 
                      2401                                              2450 
Klon IRAKp961A12133Q  CGTCAAGGGC ATGCTGTTTC TACACAATGG GGCTATCTGT TCCCATGGGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  CGTCAAGGGC ATGCTGTTTC TACACAATGG GGCTATCTGT TCCCATGGGA  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  ACCTCAAGTC ATCCAACTGC GTGGTAGATG GGCGCTTTGT GCTCAAGATC  
  2451                                              2500 
   mRNS NPR1 Ensembl  ACCTCAAGTC ATCCAACTGC GTGGTAGATG GGCGCTTTGT GCTCAAGATC  
 
                      2501                                              2550 
Klon IRAKp961A12133Q  ACCGACTATG GGCTGGAGAG CTTCAGGGAC CTGGACCCAG AGCAAGGACA  
   mRNS NPR1 Ensembl  ACCGACTATG GGCTGGAGAG CTTCAGGGAC CTGGACCCAG AGCAAGGACA  
 
                      2551                                              2600 
Klon IRAKp961A12133Q  CACCGTTTAT GCCAAAAAGC TGTGGACGGC CCCTGAGCTC CTGCGAATGG  
   mRNS NPR1 Ensembl  CACCGTTTAT GCCAAAAAGC TGTGGACGGC CCCTGAGCTC CTGCGAATGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CTTCACCCCC TGTGCGGGGC TCCCAGGCTG GTGACGTATA CAGCTTTGGG  
  2601                                              2650 
   mRNS NPR1 Ensembl  CTTCACCCCC TGTGCGGGGC TCCCAGGCTG GTGACGTATA CAGCTTTGGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  ATCATCCTTC AGGAGATTGC CCTGAGGAGT GGGGTCTTCC ACGTGGAAGG  
  2651                                              2700 
   mRNS NPR1 Ensembl  ATCATCCTTC AGGAGATTGC CCTGAGGAGT GGGGTCTTCC ACGTGGAAGG  
 
                      2701                                              2750 
Klon IRAKp961A12133Q  TTTGGACCTG AGCCCCAAAG AGATCATCGA GCGGGTGACT CGGGGTGAGC  
   mRNS NPR1 Ensembl  TTTGGACCTG AGCCCCAAAG AGATCATCGA GCGGGTGACT CGGGGTGAGC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AGCCCCCCTT CCGGCCCTCC CTGGCCCTGC AGAGTCACCT GGAGGAGTTG  
  2751                                              2800 
   mRNS NPR1 Ensembl  AGCCCCCCTT CCGGCCCTCC CTGGCCCTGC AGAGTCACCT GGAGGAGTTG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GGGCTGCTCA TGCAGCGGTG CTGGGCTGAG GACCCACAGG AGAGGCCACC  
  2801                                              2850 
   mRNS NPR1 Ensembl  GGGCTGCTCA TGCAGCGGTG CTGGGCTGAG GACCCACAGG AGAGGCCACC  
 
                      2851                                              2900 
Klon IRAKp961A12133Q  ATTCCAGCAG ATCCGCCTGA CGTTGCGCAA ATTTAACAGG GAGAACAGCA  
   mRNS NPR1 Ensembl  ATTCCAGCAG ATCCGCCTGA CGTTGCGCAA ATTTAACAGG GAGAACAGCA  
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Klon IRAKp961A12133Q  GCAACATCCT GGACAACCTG CTGTCCCGCA TGGAGCAGTA CGCGAACAAT  
  2901                                              2950 
   mRNS NPR1 Ensembl  GCAACATCCT GGACAACCTG CTGTCCCGCA TGGAGCAGTA CGCGAACAAT  
 
                      2951                                              3000 
Klon IRAKp961A12133Q  CTGGAGGAAC TGGTGGAGGA GCGGACCCAG GCATACCTGG AGGAGAAGCG  
   mRNS NPR1 Ensembl  CTGGAGGAAC TGGTGGAGGA GCGGACCCAG GCATACCTGG AGGAGAAGCG  
 
                      3001                                              3050 
Klon IRAKp961A12133Q  CAAGGCTGAG GCCCTGCTCT ACCAGATCCT GCCTCACTCA GTGGCTGAGC  
   mRNS NPR1 Ensembl  CAAGGCTGAG GCCCTGCTCT ACCAGATCCT GCCTCACTCA GTGGCTGAGC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AGCTGAAGCG TGGGGAGACG GTGCAGGCCG AAGCCTTTGA CAGTGTTACC  
  3051                                              3100 
   mRNS NPR1 Ensembl  AGCTGAAGCG TGGGGAGACG GTGCAGGCCG AAGCCTTTGA CAGTGTTACC  
 
                      3101                                              3150 
Klon IRAKp961A12133Q  ATCTACTTCA GTGACATTGT GGGTTTCACA GCGCTGTCGG CGGAGAGCAC  
   mRNS NPR1 Ensembl  ATCTACTTCA GTGACATTGT GGGTTTCACA GCGCTGTCGG CGGAGAGCAC  
 
                      3151                                              3200 
Klon IRAKp961A12133Q  GCCCATGCAG GTGGTGACCC TGCTCAATGA CCTGTACACT TGCTTTGATG  
   mRNS NPR1 Ensembl  ACCCATGCAG GTGGTGACCC TGCTCAATGA CCTGTACACT TGCTTTGATG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  CTGTCATAGA CAACTTTGAT GTGTACAAGG TGGAGACAAT TGGCGATGCC  
  3201                                              3250 
   mRNS NPR1 Ensembl  CTGTCATAGA CAACTTTGAT GTGTACAAGG TGGAGACAAT TGGCGATGCC  
 
                      3251                                              3300 
Klon IRAKp961A12133Q  TACATGGTGG TGTCAGGGCT CCCTGTGCGG AACGGGCGGC TACACGCCTG  
   mRNS NPR1 Ensembl  TACATGGTGG TGTCAGGGCT CCCTGTGCGG AACGGGCGGC TACACGCCTG  
 
                      3301                                              3350 
Klon IRAKp961A12133Q  CGAGGTAGCC CGCATGGCCC TGGCACTGCT GGATGCTGTG CGCTCCTTCC  
   mRNS NPR1 Ensembl  CGAGGTAGCC CGCATGGCCC TGGCACTGCT GGATGCTGTG CGCTCCTTCC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GAATCCGCCA CCGGCCCCAG GAGCAGCTGC GCTTGCGCAT TGGCATCCAC  
  3351                                              3400 
   mRNS NPR1 Ensembl  GAATCCGCCA CCGGCCCCAG GAGCAGCTGC GCTTGCGCAT TGGCATCCAC  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  ACAGGACCTG TGTGTGCTGG AGTGGTGGGA CTGAAGATGC CCCGTTACTG  
  3401                                              3450 
   mRNS NPR1 Ensembl  ACAGGACCTG TGTGTGCTGG AGTGGTGGGA CTGAAGATGC CCCGTTACTG  
 
                      3451                                              3500 
Klon IRAKp961A12133Q  TCTCTTTGGG GATACAGTCA ACACAGCCTC AAGAATGGAG TCTAATGGGG  
   mRNS NPR1 Ensembl  TCTCTTTGGG GATACAGTCA ACACAGCCTC AAGAATGGAG TCTAATGGGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AAGCCCTGAA GATCCACTTG TCTTCTGAGA CCAAGGCTGT CCTGGAGGAG  
  3501                                              3550 
   mRNS NPR1 Ensembl  AAGCCCTGAA GATCCACTTG TCTTCTGAGA CCAAGGCTGT CCTGGAGGAG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TTTGGTGGTT TCGAGCTGGA GCTTCGAGGG GATGTAGAAA TGAAGGGCAA  
  3551                                              3600 
   mRNS NPR1 Ensembl  TTTGGTGGTT TCGAGCTGGA GCTTCGAGGG GATGTAGAAA TGAAGGGCAA  
 
                      3601                                              3650 
Klon IRAKp961A12133Q  AGGCAAGGTT CGGACCTACT GGCTCCTTGG GGAGAGGGGG AGTAGCACCC  
   mRNS NPR1 Ensembl  AGGCAAGGTT CGGACCTACT GGCTCCTTGG GGAGAGGGGG AGTAGCACCC  
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                      3651                                              3700 
Klon IRAKp961A12133Q  GAGGCTGACC TGCCTCCTCT CCTATCCCTC CACACCTCCC CTACCCTGTG  
   mRNS NPR1 Ensembl  GAGGCTGACC TGCCTCCTCT CCTATCCCTC CACACCTCCC .TACCCTGTG  
 
                      3701                                              3750 
Klon IRAKp961A12133Q  CCAGAAGCAA CAGAGGTGCC AGGCCTCAGC CTCACCCACA GCAGCCCCAT  
   mRNS NPR1 Ensembl  CCAGAAGCAA CAGAGGTGCC AGGCCTCAGC CTCACCCACA GCAGCCCCAT  
 
                      3751                                              3800 
Klon IRAKp961A12133Q  CGCCAAAGGA TGGAAGTAAT TTGAATAGCT CAGGTGTGCT TACCCCAGTG  
   mRNS NPR1 Ensembl  CGCCAAAGGA TGGAAGTAAT TTGAATAGCT CAGGTGTGCT GACCCCAGTG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  AAGACACCAG ATAGGACCTC TGAGAGGGGA CTGGCATGGG GGGATCTCAG  
  3801                                              3850 
   mRNS NPR1Ensembl  AAGACACCAG ATAGGACCTC TGAGAGGGGA CTGGCATGGG GGGATCTCAG  
 
                      3851                                              3900 
Klon IRAKp961A12133Q  AGCTTACAGG CTGAGCCAAG CCCACGGCCA TGCACAGGGA CACTCACACA  
   mRNS NPR1 Ensembl  AGCTTACAGG CTGAGCCAAG CCCACGGCCA TGCACAGGGA CACTCACACA  
 
                      3901                                              3950 
Klon IRAKp961A12133Q  GGCACACGCA CCTGCTCTCC ACCTGGACTC AGGCCGGGCT GGGCTGTGGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  GGCACACGCA CCTGCTCTCC ACCTGGACTC AGGCCGGGCT GGGCTGTGGA  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TTCCTGATCC CCTCCCCTCC CCATGCTCTC CTCCCTCAGC CTTGCTACCC  
  3951                                              4000 
   mRNS NPR1 Ensembl  TTCCTGATCC CCTCCCCTCC CCATGCTCTC CTCCCTCAGC CTTGCTACCC  
 
                      4001                                              4050 
Klon IRAKp961A12133Q  TGTGACTTAC TGGGAGGAGA AAGAGTCACC TGAAGGGGAA CATGAAAAGA  
   mRNS NPR1 Ensembl  TGTGACTTAC TGGGAGGAGA AAGAGTCACC TGAAGGGGAA CATGAAAAGA  
 
                      4051                                              4100 
Klon IRAKp961A12133Q  GACTAGGTGA AGAGAGGGCA GGGGAGCCCA CATCTGGGGC TGGCCCACAA  
   mRNS NPR1 Ensembl  GACTAGGTGA AGAGAGGGCA GGGGAGCCCA CATCTGGGGC TGGCCCACAA  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  TACCTGCTCC CCCGACCCCC TCCACCCAGC AGTAGACACA GTGCACAGGG  
  4101                                              4150 
   mRNS NPR1 Ensembl  TACCTGCTCC CCCGACCCCC TCCACCCAGC AGTAGACACA GTGCACAGGG  
 
                    
Klon IRAKp961A12133Q  GAGAAGAGGG GTGGCGCAGA AGGGTTGGGG GCCTGTATGC CTTGCTTCTA  
  4151                                              4200 
   mRNS NPR1 Ensembl  GAGAAGAGGG GTGGCGCAGA AGGGTTGGGG GCCTGTATGC CTTGCTTCTA  
 
                      4201                                            4248 
Klon IRAKp961A12133Q  CCATGAGCAG AGACAATTAA AATCTTTATT CCAAAAAAAA AAAAAAAA 
   mRNS NPR1 Ensembl  CCATGAGCAG AGACAATTAA AATCTTTATT CC~~~~~~ 
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                    101                                                150 
Klon IRAMp995O172Q  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
 mRNS OFD1 Ensembl  TGCCTCAGAA CCGCGAAGAA AGGAAGCTCG CGTGTTTGCT AGAAAACCTA  
 
                    151                                                200 
Klon IRAMp995O172Q  ~~~GGGAGTG CGAGGCAGAG AACGTTCAGC ACCTTTGTTC CTCCCGAACC  
 mRNS OFD1 Ensembl   GTTGGGAGTG CGAGGCAGAG AACGTTCAGC ACCTTTGTTC CTCCCGAACC  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  CTCGGGACAG AGGCAGGGTT CTGAGGGCAG GGATTCCCCC TCGTCTTGGC  
  201                                                250 
 mRNS OFD1 Ensembl  CTCGGGACAG AGGCAGGGTT CTGAGGGCAG GGATTCCCCC TCGTCTTGGC  
 
                    251                                                300 
Klon IRAMp995O172Q  CCCACCGCCC GGGCTGGGCA CTAAACTCGG GCCGCGGCGG GGCGAGCGAG  
 mRNS OFD1 Ensembl  CCCACCGCCC GGGCTGGGCA CTAAACTCGG GCCGCGGCGG GGCGAGCGAG  
 
                    301                                                350 
Klon IRAMp995O172Q  GCGGGCTCCG GAGGGAGCTG ACGCCTGATG ATGGCGCAGT CCAACATGTT  
 mRNS OFD1 Ensembl  GCGGGCTCCG GAGGGAGCTG ACGCCTGATG ATGGCGCAGT CCAACATGTT  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  TACCGTGGCT GATGTGTTGA GTCAAGATGA ACTGCGCAAA AAGCTATACC  
  351                                                400 
 mRNS OFD1 Ensembl  TACCGTGGCT GATGTGTTGA GTCAAGATGA ACTGCGCAAA AAGCTATACC  
 
                    401                                                450 
Klon IRAMp995O172Q  AGACGTTTAA GGATCGGGGT ATACTGGATA CACTCAAGAC ACAACTTCGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  AGACGTTTAA GGATCGGGGT ATACTGGATA CACTCAAGAC ACAACTTCGA  
 
                    451                                                500 
Klon IRAMp995O172Q  AACCAGCTAA TTCATGAGTT GATGCACCCT GTATTGAGTG GAGAACTGCA  
 mRNS OFD1 Ensembl  AACCAGCTAA TTCATGAGTT GATGCACCCT GTATTGAGTG GAGAACTGCA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  GCCTCGGTCC ATTTCAGTAG AAGGGAGCTC CCTCTTAATA GGCGCCTCTA  
  501                                                550 
 mRNS OFD1 Ensembl  GCCTCGGTCC ATTTCAGTAG AAGGGAGCTC CCTCTTAATA GGCGCCTCTA  
 
                    551                                                600 
Klon IRAMp995O172Q  ACTCTTTAGT GGCAGATCAC TTACAAAGAT GTGGCTATGA ATATTCACTT  
 mRNS OFD1 Ensembl  ACTCTTTAGT GGCAGATCAC TTACAAAGAT GTGGCTATGA ATATTCACTT  
 
                    601                                                650 
Klon IRAMp995O172Q  TCTGTTTTCT TTCCAGAAAG TGGTTTGGCA AAAGAAAAGG TATTTACTAT  
 mRNS OFD1 Ensembl  TCTGTTTTCT TTCCAGAAAG TGGTTTGGCA AAAGAAAAGG TATTTACTAT  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  GCAGGATCTA TTACAACTCA TTAAAATCAA CCCTACTTCC AGTCTCTACA  
  651                                                700 
 mRNS OFD1 Ensembl  GCAGGATCTA TTACAACTCA TTAAAATCAA CCCTACTTCC AGTCTCTACA  
 
701  750 
 
Klon IRAMp995O172Q  AATCACTGGT TTCAGGATCT GATAAAGAAA ATCAAAAAGG TTTTCTTATG  
 mRNS OFD1 Ensembl  AATCACTGGT TTCAGGATCT GATAAAGAAA ATCAAAAAGG TTTTCTTATG  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  CATTTTTTAA AAGAATTGGC AGAATATCAT CAAGCTAAAG AGAGTTGTAA  
  751                                                800 
 mRNS OFD1 Ensembl  CATTTTTTAA AAGAATTGGC AGAATATCAT CAAGCTAAAG AGAGTTGTAA  
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Klon IRAMp995O172Q  TATGGAAACT CAGACAAGTT CGACATTTAA CAGAGATTCT CTGGCTGAGA  
  801                                                850 
 mRNS OFD1 Ensembl  TATGGAAACT CAGACAAGTT CGACATTTAA CAGAGATTCT CTGGCTGAGA  
 
                    851                                                900 
Klon IRAMp995O172Q  AGCTTCAGCT TATTGATGAT CAGTTTGCAG ATGCTTACCC TCAGCGTATC  
 mRNS OFD1 Ensembl  AGCTTCAGCT TATTGATGAT CAGTTTGCAG ATGCTTACCC TCAGCGTATC  
 
                    901                                                950 
Klon IRAMp995O172Q  AAGTTCGAAT CTTTAGAAAT AAAGCTAAAT GAGTATAAGA GAGAAATAGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  AAGTTCGAAT CTTTAGAAAT AAAGCTAAAT GAGTATAAGA GAGAAATAGA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AGAGCAACTT CGGGCAGAAA TGTGTCAAAA GTTGAAGTTT TTTAAAGATA  
  951                                               1000 
 mRNS OFD1 Ensembl  AGAGCAACTT CGGGCAGAAA TGTGTCAAAA GTTGAAGTTT TTTAAAGATA  
 
                    1001                                              1050 
Klon IRAMp995O172Q  CCGAGATAGC AAAAATTAAA ATGGAAGCAA AAAAAAAGTA TGAAAAGGAG  
 mRNS OFD1 Ensembl  CCGAGATAGC AAAAATTAAA ATGGAAGCAA AAAAAAAGTA TGAAAAGGAG  
 
                    1051                                              1100 
Klon IRAMp995O172Q  TTAACCATGT TCCAGAATGA TTTTGAAAAA GCTTGTCAAG CAAAATCTGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  TTAACCATGT TCCAGAATGA TTTTGAAAAA GCTTGTCAAG CAAAATCTGA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AGCTCTCGTT CTTCGGGAAA AGAGTACCCT TGAAAGAATT CACAAGCACC  
  1101                                              1150 
 mRNS OFD1 Ensembl  AGCTCTCGTT CTTCGGGAAA AGAGTACCCT TGAAAGAATT CACAAGCACC  
 
                    1151                                              1200 
Klon IRAMp995O172Q  AAGAGATTGA AACAAAAGAA ATTTATGCTC AAAGGCAACT TTTACTAAAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  AAGAGATTGA AACAAAAGAA ATTTATGCTC AAAGGCAACT TTTACTAAAA  
 
                    1201                                              1250 
Klon IRAMp995O172Q  GATATGGATT TGCTAAGAGG AAGAGAAGCA GAGCTGAAGC AAAGAGTTGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  GATATGGATT TGCTAAGAGG AAGAGAAGCA GAGCTGAAGC AAAGAGTTGA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AGCTTTTGAA TTG....... .......... .......... ..........  
  1251                                              1300 
 mRNS OFD1 Ensembl  AGCTTTTGAA TTGAACCAGA AGCTCCAGGA AGAAAAACAT AAAAGCATAA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  .......... .......... .......... .......... ..........  
  1301                                              1350 
 mRNS OFD1 Ensembl  CTGAGGCACT TAGGAGACAG GAGCAGAATA TAAAGAGTTT TGAGGAGACC  
 
                    1351                                              1400 
Klon IRAMp995O172Q  .......... .......... .......... ...TATCAAC TTGAACTGAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  TATGACCGAA AGCTCAAGAA TGAACTTCTA AAGTATCAAC TTGAACTGAA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  GGATGACTAC ATCATTAGAA CTAATCGACT GATTGAAGAT GAAAGGAAGA  
  1401                                              1450 
 mRNS OFD1 Ensembl  GGATGACTAC ATCATTAGAA CTAATCGACT GATTGAAGAT GAAAGGAAGA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  ATAAAGAAAA AGCTGTTCAT TTGCAAGAGG AGCTCATAGC TATTAATTCA  
  1451                                              1500 
 mRNS OFD1 Ensembl  ATAAAGAAAA AGCTGTTCAT TTGCAAGAGG AGCTCATAGC TATTAATTCA  
 
                    1501                                              1550 
Klon IRAMp995O172Q  AAAAAGGAGG AACTCAATCA ATCTGTAAAT CGTGTGAAAG AACTTGAGCT  
 mRNS OFD1 Ensembl  AAAAAGGAGG AACTCAATCA ATCTGTAAAT CGTGTGAAAG AACTTGAGCT  
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Klon IRAMp995O172Q  TGAATTAGAG TCTGTCAAAG CCCAGTCTTT GGCAATAACA AAACAAAACC  
  1551                                              1600 
 mRNS OFD1 Ensembl  TGAATTAGAG TCTGTCAAAG CCCAGTCTTT GGCAATAACA AAACAAAACC  
 
                    1601                                              1650 
Klon IRAMp995O172Q  ATATGCTGAA TGAAAAGGTT AAAGAGATGA GTGATTATTC ACTACTAAAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  ATATGCTGAA TGAAAAGGTT AAAGAGATGA GTGATTATTC ACTACTAAAA  
 
                    1651                                              1700 
Klon IRAMp995O172Q  GAAGAGAAAC TGGAGCTTCT GGCACAAAAT AAATTACTTA AACAACAACT  
 mRNS OFD1 Ensembl  GAAGAGAAAC TGGAGCTTCT GGCACAAAAT AAATTACTTA AACAACAACT  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  GGAAGAGAGT AGAAATGAAA ACCTGCGTCT CCTAAACCGC CTAGCTCAGC  
  1701                                              1750 
 mRNS OFD1 Ensembl  GGAAGAGAGT AGAAATGAAA ACCTGCGTCT CCTAAACCGC CTAGCTCAGC  
 
                    1751                                              1800 
Klon IRAMp995O172Q  CGGCTCCTGA ACTTGCAGTC TTTCAGAAAG AACTACGGAA AGCCGAAAAG  
 mRNS OFD1 Ensembl  CGGCTCCTGA ACTTGCAGTC TTTCAGAAAG AACTACGGAA AGCCGAAAAG  
 
                    1801                                              1850 
Klon IRAMp995O172Q  GCTATAGTGG TTGAGCATGA GGAGTTCGAA AGCTGCAGGC AAGCTCTGCA  
 mRNS OFD1 Ensembl  GCTATAGTGG TTGAGCATGA GGAGTTCGAA AGCTGCAGGC AAGCTCTGCA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  CAAACAACTG CAAGACGAAA TTGAGCATTC TGCACAGCTG AAGGCCCAGA  
  1851                                              1900 
 mRNS OFD1 Ensembl  CAAACAACTG CAAGACGAAA TTGAGCATTC TGCACAGCTG AAGGCCCAGA  
 
                    1901                                              1950 
Klon IRAMp995O172Q  TTCTAGGTTA CAAAGCTTCT GTAAAGAGTT TAACTACTCA GGTTGCCGAT  
 mRNS OFD1 Ensembl  TTCTAGGTTA CAAAGCTTCT GTAAAGAGTT TAACTACTCA GGTTGCCGAT  
 
                    1951                                              2000 
Klon IRAMp995O172Q  TTAAAATTGC AACTGAAGCA AACTCAGACA GCCCTAGAGA ATGAAGTGTA  
 mRNS OFD1 Ensembl  TTAAAATTGC AACTGAAGCA AACTCAGACA GCCCTAGAGA ATGAAGTGTA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  CTGCAATCCA AAGCAGTCTG TGATCGATCG TTCTGTCAAT GGATTAATAA  
  2001                                              2050 
 mRNS OFD1 Ensembl  CTGCAATCCA AAGCAGTCTG TGATCGATCG TTCTGTCAAT GGATTAATAA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  ATGGCAATGT GGTGCCTTGC AATGGTGAGA TAAGTGGGGA TTTCTTGAAC  
  2051                                              2100 
 mRNS OFD1 Ensembl  ATGGCAATGT GGTGCCTTGC AATGGTGAGA TAAGTGGGGA TTTCTTGAAC  
 
                    2101                                              2150 
Klon_IRAMp995O172Q  AATCCTTTTA AACAGGAAAA CGTTCTAGCA CGTATGGTTG CATCAAGGAT  
.mRNS OFD1 Ensembl  AATCCTTTTA AACAGGAAAA CGTTCTAGCA CGTATGGTTG CATCAAGGAT  
 
                  
Klon_IRAMp995O172Q  CACAAATTAT CCAACTGCAT GGGTGGAGGG TAGTTCCCCT GATTCTGACC  
  2151                                              2200 
 mRNS OFD1 Ensembl  CACAAATTAT CCAACTGCAT GGGTGGAGGG TAGTTCCCCT GATTCTGACC  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  TTGAGTTTGT AGCCAATACT AAGGCAAGGG TCAAAGAGCT TCAGCAAGAG  
  2201                                              2250 
 mRNS OFD1 Ensembl  TTGAGTTTGT AGCCAATACT AAGGCAAGGG TCAAAGAGCT TCAGCAAGAG  
 
                    2251                                              2300 
Klon IRAMp995O172Q  GCCGAACGCT TGGAAAAGGC TTTCAGAAGT TACCATCGGA GAGTCATTAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  GCCGAACGCT TGGAAAAGGC TTTCAGAAGT TACCATCGGA GAGTCATTAA  
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Klon IRAMp995O172Q  AAACTCTGCC AAAAGCCCAC TAGCAGCAAA GAGCCCACCA TCTCTGCACT  
  2301                                              2350 
 mRNS OFD1 Ensembl  AAACTCTGCC AAAAGCCCAC TAGCAGCAAA GAGCCCACCA TCTCTGCACT 
 
                    2351                                              2400 
Klon IRAMp995O172Q  TGCTGGAAGC CTTCAAAAAC ATTACTTCCA GTTCCCCGGA AAGACATATT  
 mRNS OFD1 Ensembl  TGCTGGAAGC CTTCAAAAAC ATTACTTCCA GTTCCCCGGA AAGACATATT  
 
                    2401                                              2450 
Klon IRAMp995O172Q  TTTGGAGAGG ACAGAGTTGT CTCTGAGCAG CCTCAAGTGG GCACACTTGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  TTTGGAGAGG ACAGAGTTGT CTCTGAGCAG CCTCAAGTGG GCACACTTGA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AGAAAGGAAT GACGTCGTGG AAGCACTGAC AGGCAGTGCA GCCTCGAGGC  
  2451                                              2500 
 mRNS OFD1 Ensembl  AGAAAGGAAT GACGTCGTGG AAGCACTGAC AGGCAGTGCA GCCTCGAGGC  
 
                    2501                                              2550 
Klon IRAMp995O172Q  TCCGCGGGGG CACTTCCTCC AGACGCCTCT CTTCCACACC CCTTCCAAAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  TCCGCGGGGG CACTTCCTCC AGACGCCTCT CTTCCACACC CCTTCCAAAA  
 
                    2551                                              2600 
Klon IRAMp995O172Q  GCAAAAAGAA GCCTCGAAAG TGAAATGTAT CTGGAAGGTC TGGGCAGATC  
 mRNS OFD1 Ensembl  GCAAAAAGAA GCCTCGAAAG TGAAATGTAT CTGGAAGGTC TGGGCAGATC  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  ACACATTGCT TCCCCCAGTC CTTGTCCTGA CAGAATGCCC CTACCATCAC  
  2601                                              2650 
 mRNS OFD1 Ensembl  ACACATTGCT TCCCCCAGTC CTTGTCCTGA CAGAATGCCC CTACCATCAC  
 
                    2651                                              2700 
Klon IRAMp995O172Q  CCACTGAGTC TAGGCACAGC CTCTCCATCC CTCCTGTCTC CAGCCCTCCG  
 mRNS OFD1 Ensembl  CCACTGAGTC TAGGCACAGC CTCTCCATCC CTCCTGTCTC CAGCCCTCCG  
 
                    2701                                              2750 
Klon IRAMp995O172Q  GAGCAGAAAG TGGGTCTTTA TCGAAGACAA ACTGAACTTC AAGACAAAAG  
 mRNS OFD1 Ensembl  GAGCAGAAAG TGGGTCTTTA TCGAAGACAA ACTGAACTTC AAGACAAAAG  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  TGAATTTTCA GATGTGGACA AGCTAGCTTT TAAGGATAAT GAGGAGTTTG  
  2751                                              2800 
 mRNS OFD1 Ensembl  TGAATTTTCA GATGTGGACA AGCTAGCTTT TAAGGATAAT GAGGAGTTTG  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AATCATCTTT TGAATCTGCA GGGAACATGC CAAGGCAGTT GGAAATGGGC  
  2801                                              2850 
 mRNS OFD1 Ensembl  AATCATCTTT TGAATCTGCA GGGAACATGC CAAGGCAGTT GGAAATGGGC  
 
                    2851                                              2900 
Klon IRAMp995O172Q  GGGCTTTCTC CTGCCGGGGA TATGTCTCAT GTGGACGCTG CTGCAGCTGC  
 mRNS OFD1 Ensembl  GGGCTTTCTC CTGCCGGGGA TATGTCTCAT GTGGACGCTG CTGCAGCTGC  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  TGTGCCCCTC TCATATCAGC ACCCAAGTGT AGATCAGAAA CAAATTGAAG  
  2901                                              2950 
 mRNS OFD1 Ensembl  TGTGCCCCTC TCATATCAGC ACCCAAGTGT AGATCAGAAA CAAATTGAAG  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AACAAAAGGA AGAAGAAAAA ATACGGGAAC AGCAAGTGAA AGAACGAAGG  
  2951                                              3000 
 mRNS OFD1 Ensembl  AACAAAAGGA AGAAGAAAAA ATACGGGAAC AGCAAGTGAA AGAACGAAGG  
 
                    3001                                              3050 
Klon IRAMp995O172Q  CAGAGAGAAG AAAGAAGGCA GAGTAACCTA CAAGAAGTTT TAGAAAGGGA  
 mRNS OFD1 Ensembl  CAGAGAGAAG AAAGAAGGCA GAGTAACCTA CAAGAAGTTT TAGAAAGGGA  
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Klon IRAMp995O172Q  ACGAAGAGAA CTAGAAAAAC TGTATCAGGA AAGGAAGATG ATTGAAGAAT  
  3051                                              3100 
 mRNS OFD1 Ensembl  ACGAAGAGAA CTAGAAAAAC TGTATCAGGA AAGGAAGATG ATTGAAGAAT  
 
                    3101                                              3150 
Klon IRAMp995O172Q  CACTGAAGAT TAAAATAAAA AAGGAATTAG AAATGGAAAA TGAATTAGAA  
 mRNS OFD1 Ensembl  CACTGAAGAT TAAAATAAAA AAGGAATTAG AAATGGAAAA TGAATTAGAA  
 
                    3151                                              3200 
Klon IRAMp995O172Q  ATGAGTAATC AAGAAATAAA AGACAAATCT GCTCACAGTG AAAATCCTTT  
 mRNS OFD1 Ensembl  ATGAGTAATC AAGAAATAAA AGACAAATCT GCTCACAGTG AAAATCCTTT  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  AGAGAAATAC ATGAAAATCA TCCAGCAGGA GCAAGACCAG GAGTCGGCAG  
  3201                                              3250 
 mRNS OFD1 Ensembl  AGAGAAATAC ATGAAAATCA TCCAGCAGGA GCAAGACCAG GAGTCGGCAG  
 
                    3251                                              3300 
Klon IRAMp995O172Q  ATAAGAGCTC AAAAAAGATG GTCCAAGAAG GCTCCCTAGT GGACACGCTG  
 mRNS OFD1 Ensembl  ATAAGAGCTC AAAAAAGATG GTCCAAGAAG GCTCCCTAGT GGACACGCTG  
 
                    3301                                              3350 
Klon IRAMp995O172Q  CAATCTAGTG ACAAAGTCGA AAGTTTAACA GGCTTTTCTC ATGAAGAACT  
 mRNS OFD1 Ensembl  CAATCTAGTG ACAAAGTCGA AAGTTTAACA GGCTTTTCTC ATGAAGAACT  
 
                    3351                                              3400 
Klon IRAMp995O172Q  AGACGACTCT TGGTAACCAT GTTTGCTGCC CAGCTTCTAA CTTACATACC  
 mRNS OFD1 Ensembl  AGACGACTCT TGGTAACCAT GTTTGCTGCC CAGCTTCTAA CTTACATACC  
 
                    3401                                              3450 
Klon IRAMp995O172Q  GTGAGAAGTT ACGTAACATT TACTCCTTTG TAAATGTTTC CCTATCATCA  
 mRNS OFD1 Ensembl  GTGAGAAGTT ACGTAACATT TACTCCTTTG TAAATGTTTC CCTATCATCA  
 
                    3451                                              3500 
Klon IRAMp995O172Q  GACAAAACTC AATAAAAATG TGTGTAATCC AATGTGGGTT TTTTTTTCCA  
 mRNS OFD1 Ensembl  GACAAAACTC AATAAAAATG TGTGTAATCC AATGTGGGTT TTTTTTTCCA  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  TAATTAATTT TGATACCATA GTGTGTGAAC CAAGAATAAT CTAGTCACGT  
  3501                                              3550 
 mRNS OFD1 Ensembl  TAATTAATTT TGATACCATA GTGTGTGAAC CAAGAATAAT CTAGTCACGT  
 
                  
Klon IRAMp995O172Q  GAAACCTCTT CTCCAGTCA~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
  3551                                              3600 
 mRNS OFD1 Ensembl  GAAACCTCTT CTCCAGTCAT AGTATTTCTC ATTCATTATA ATAAAAGTAA  
 
 Stopcodon Translationsstartpunkt 
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N. Vergleich der cDNS-Sequenz von Klon IRAUp969G0689D mit der 
mRNS-Sequenz von UMOD aus der Ensembl-Datenbank 
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  
  1                                                   50 
  mRNS UMOD Ensembl  AGACTAACTC TACCTTTCTG GCTTCAGGAC ACCAGACATC AGAGACAGAG  
 
                     51                                                 100 
Klon IRAUp969G0689D  ~~~~~~~~~~ ~~~~GACTAA CTCTACCTTT CTGGCTTCAG GTGCTATCTA  
  mRNS UMOD Ensembl  AGAAAAATTC AAAGGGCCAA CCCGTCTTTC CTTTGGGCAG GTGCTATCTA  
 
                     101                                                150 
Klon IRAUp969G0689D  GACCTGAAGT AGCGGGAAGA GCAGAAAGGA TGGGGCAGCC ATCTCTGACT  
  mRNS UMOD Ensembl  GACCTGAAGT AGCGGGAAGA GCAGAAAGGA TGGGGCAGCC ATCTCTGACT  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TGGATGCTGA TGGTGGTGGT GGCCTCTTGG TTCATCACAA CTGCAGCCAC  
  151                                                200 
  mRNS UMOD Ensembl  TGGATGCTGA TGGTGGTGGT GGCCTCTTGG TTCATCACAA CTGCAGCCAC  
 
                     201                                                250 
Klon IRAUp969G0689D  TGACACCTCA GAAGCAAGAT GGTGCTCTGA ATGTCACAGC AATGCCACCT  
  mRNS UMOD Ensembl  TGACACCTCA GAAGCAAGAT GGTGCTCTGA ATGTCACAGC AATGCCACCT  
 
                     251                                                300 
Klon IRAUp969G0689D  GCACGGAGGA TGAGGCCGTT ACGACGTGCA CCTGTCAGGA GGGCTTCACC  
  mRNS UMOD Ensembl  GCACGGAGGA TGAGGCCGTT ACGACGTGCA CCTGTCAGGA GGGCTTCACC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GGCGATGGCC TGACCTGCGT GGACCTGGAT GAGTGCGCCA TTCCTGGAGC  
  301                                                350 
  mRNS UMOD Ensembl  GGCGATGGCC TGACCTGCGT GGACCTGGAT GAGTGCGCCA TTCCTGGAGC  
 
                     351                                                400 
Klon IRAUp969G0689D  TCACAACTGC TCCGCCAACA GCAGCTGCGT AAACACGCCA GGCTCCTTCT  
  mRNS UMOD Ensembl  TCACAACTGC TCCGCCAACA GCAGCTGCGT AAACACGCCA GGCTCCTTCT  
 
                     401                                                450 
Klon IRAUp969G0689D  CCTGCGTCTG CCCCGAAGGC TTCCGCCTGT CGCCCGGTCT CGGCTGCACA  
  mRNS UMOD Ensembl  CCTGCGTCTG CCCCGAAGGC TTCCGCCTGT CGCCCGGTCT CGGCTGCACA  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GACGTGGATG AGTGCGCTGA GCCTGGGCTT AGCCACTGCC ACGCCCTGGC  
  451                                                500 
  mRNS UMOD Ensembl  GACGTGGATG AGTGCGCTGA GCCTGGGCTT AGCCACTGCC ACGCCCTGGC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  CACATGTGTC AATGTGGTGG GCAGCTACTT GTGCGTATGC CCCGCGGGCT  
  501                                                550 
  mRNS UMOD Ensembl  CACATGTGTC AATGTGGTGG GCAGCTACTT GTGCGTATGC CCCGCGGGCT  
 
                     551                                                600 
Klon IRAUp969G0689D  ACCGGGGGGA TGGATGGCAC TGTGAGTGCT CCCCGGGCTC CTGCGGGCCG  
  mRNS UMOD Ensembl  ACCGGGGGGA TGGATGGCAC TGTGAGTGCT CCCCGGGCTC CTGCGGGCCG  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GGGTTGGACT GCGTGCCCGA GGGCGACGCG CTCGTGTGCG CGGATCCGTG  
  601                                                650 
  mRNS UMOD Ensembl  GGGTTGGACT GCGTGCCCGA GGGCGACGCG CTCGTGTGCG CGGATCCGTG  
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                     651                                                700 
Klon IRAUp969G0689D  TCAGGCGCAC CGCACCCTGG ACGAGTACTG GCGCAGCACC GAGTACGGGG  
  mRNS UMOD Ensembl  CCAGGCGCAC CGCACCCTGG ACGAGTACTG GCGCAGCACC GAGTACGGGG  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  AGGGCTACGC CTGCGACACG GACCTGCGCG GCTGGTACCG CCCC......  
  701                                                750 
  mRNS UMOD Ensembl  AGGGCTACGC CTGCGACACG GACCTGCGCG GCTGGTACCG CTTCGTGGGC  
 
                     751                                                800 
Klon IRAUp969G0689D  .......... .......... .......... .......... ..........  
  mRNS UMOD Ensembl  CAGGGCGGTG CGCGCATGGC CGAGACCTGC GTGCCAGTCC TGCGCTGCAA  
 
                     801                                                850 
Klon IRAUp969G0689D  .......... .......... .......... .CATCCGTCC AGCGACGAGG  
  mRNS UMOD Ensembl  CACGGCCGCC CCCATGTGGC TCAATGGCAC GCATCCGTCC AGCGACGAGG  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GCATCGTGAG CCGCAAGGCC TGCGCGCACT GGAGCGGCCA CTGCTGCCTG  
  851                                                900 
  mRNS UMOD Ensembl  GCATCGTGAG CCGCAAGGCC TGCGCGCACT GGAGCGGCCA CTGCTGCCTG  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TGGGATGCGT CCGTCCAGGT GAAGGCCTGT GCCGGCGGCT ACTACGTCTA  
  901                                                950 
  mRNS UMOD Ensembl  TGGGATGCGT CCGTCCAGGT GAAGGCCTGT GCCGGCGGCT ACTACGTCTA  
 
                     951                                               1000 
Klon IRAUp969G0689D  CAACCTGACA GCGCCCCCCG AGTGTCACCT GGCGTACTGC ACAGACCCCA  
  mRNS UMOD Ensembl  CAACCTGACA GCGCCCCCCG AGTGTCACCT GGCGTACTGC ACAGACCCCA  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GCTCCGTGGA GGGGACGTGT GAGGAGTGCA GTATAGACGA GGACTGCAAA  
  1001                                              1050 
  mRNS UMOD Ensembl  GCTCCGTGGA GGGGACGTGT GAGGAGTGCA GTATAGACGA GGACTGCAAA  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TCGAATAATG GCAGATGGCA CTGCCAGTGC AAACAGGACT TCAACATCAC  
  1051                                              1100 
  mRNS UMOD Ensembl  TCGAATAATG GCAGATGGCA CTGCCAGTGC AAACAGGACT TCAACATCAC  
 
                     1101                                              1150 
Klon IRAUp969G0689D  TGATATCTCC CTCCTGGAGC ACAGGCTGGA ATGTGGGGCC AATGACATGA  
  mRNS UMOD Ensembl  TGATATCTCC CTCCTGGAGC ACAGGCTGGA ATGTGGGGCC AATGACATGA  
 
                     1151                                              1200 
Klon IRAUp969G0689D  AGGTGTCGCT GGGCAAGTGC CAGCTGAAGA GTCTGGGCTT CGACAAGGTC  
  mRNS UMOD Ensembl  AGGTGTCGCT GGGCAAGTGC CAGCTGAAGA GTCTGGGCTT CGACAAGGTC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TTCATGTACC TGAGTGACAG CCGGTGCTCG GGCTTCAATG ACAGAGACAA  
  1201                                              1250 
  mRNS UMOD Ensembl  TTCATGTACC TGAGTGACAG CCGGTGCTCG GGCTTCAATG ACAGAGACAA  
 
                     1251                                              1300 
Klon IRAUp969G0689D  CCGGGACTGG GTGTCTGTAG TGACCCCAGC CCGGGATGGC CCCTGTGGGA  
  mRNS UMOD Ensembl  CCGGGACTGG GTGTCTGTAG TGACCCCAGC CCGGGATGGC CCCTGTGGGA  
 
                     1301                                              1350 
Klon IRAUp969G0689D  CAGTGTTGAC GAGGAATGAA ACCCATGCCA CTTACAGCAA CACCCTCTAC  
  mRNS UMOD Ensembl  CAGTGTTGAC GAGGAATGAA ACCCATGCCA CTTACAGCAA CACCCTCTAC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  CTGGCAGATG AGATCATCAT CCGTGACCTC AACATCAAAA TCAACTTTGC  
  1351                                              1400 
  mRNS UMOD Ensembl  CTGGCAGATG AGATCATCAT CCGTGACCTC AACATCAAAA TCAACTTTGC  
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                     1401                                              1450 
Klon IRAUp969G0689D  ATGCTCCTAC CCCCTGGACA TGAAAGTCAG CCTGAAGACC GCCCTACAGC  
  mRNS UMOD Ensembl  ATGCTCCTAC CCCCTGGACA TGAAAGTCAG CCTGAAGACC GCCCTACAGC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  CAATGGTCAG TGCTCTAAAC ATCAGAGTGG GCGGGACCGG CATGTTCACC  
  1451                                              1500 
  mRNS UMOD Ensembl  CAATGGTCAG TGCTCTAAAC ATCAGAGTGG GCGGGACCGG CATGTTCACC  
 
                     1501                                              1550 
Klon IRAUp969G0689D  GTGCGGATGG CGCTCTTCCA GACCCCTTCC TACACGCAGC CCTACCAAGG  
  mRNS UMOD Ensembl  GTGCGGATGG CGCTCTTCCA GACCCCTTCC TACACGCAGC CCTACCAAGG  
 
                     1551                                              1600 
Klon IRAUp969G0689D  CTCCTCCGTG ACACTGTCCA CTGAGGCTTT TCTCTACGTG GGCACCATGT  
  mRNS UMOD Ensembl  CTCCTCCGTG ACACTGTCCA CTGAGGCTTT TCTCTACGTG GGCACCATGT  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TGGATGGGGG CGACCTGTCC CGATTTGCAC TGCTCATGAC CAACTGCTAT  
  1601                                              1650 
  mRNS UMOD Ensembl  TGGATGGGGG CGACCTGTCC CGATTTGCAC TGCTCATGAC CAACTGCTAT  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GCCACACCCA GTAGCAATGC CACGGACCCC CTGAAGTACT TCATCATCCA  
  1651                                              1700 
  mRNS UMOD Ensembl  GCCACACCCA GTAGCAATGC CACGGACCCC CTGAAGTACT TCATCATCCA  
 
                     1701                                              1750 
Klon IRAUp969G0689D  GGACAGATGC CCACACACTA GAGACTCAAC TATCCAAGTG GTGGAGAATG  
  mRNS UMOD Ensembl  GGACAGATGC CCACACACTA GAGACTCAAC TATCCAAGTG GTGGAGAATG  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GGGAGTCCTC CCAGGGCCGA TTTTCCGTCC AGATGTTCCG GTTTGCTGGA  
  1751                                              1800 
  mRNS UMOD Ensembl  GGGAGTCCTC CCAGGGCCGA TTTTCCGTCC AGATGTTCCG GTTTGCTGGA  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  AACTATGACC TAGTCTACCT GCACTGTGAA GTCTATCTCT GTGACACCAT  
  1801                                              1850 
  mRNS UMOD Ensembl  AACTATGACC TAGTCTACCT GCACTGTGAA GTCTATCTCT GTGACACCAT  
 
                     1851                                              1900 
Klon IRAUp969G0689D  GAATGAAAAG TGCAAGCCTA CCTGCTCTGG GACCAGATTC CGAAGTGGGA  
  mRNS UMOD Ensembl  GAATGAAAAG TGCAAGCCTA CCTGCTCTGG GACCAGATTC CGAAGTGGGA  
 
                     1901                                              1950 
Klon IRAUp969G0689D  GTGTCATAGA TCAATCCCGT GTCCTGAACT TGGGTCCCAT CACACGGAAA  
  mRNS UMOD Ensembl  GTGTCATAGA TCAATCCCGT GTCCTGAACT TGGGTCCCAT CACACGGAAA  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GGTGTCCAGG CCACAGTCTC AAGGGCTTTT AGCAGCTTGG GGCTCCTGAA  
  1951                                              2000 
  mRNS UMOD Ensembl  GGTGTCCAGG CCACAGTCTC AAGGGCTTTT AGCAGCTTGG GGCTCCTGAA  
 
                     2001                                              2050 
Klon IRAUp969G0689D  AGTCTGGCTG CCTCTGCTTC TCTCGGCCAC CTTGACCCTG ACTTTTCAGT  
  mRNS UMOD Ensembl  AGTCTGGCTG CCTCTGCTTC TCTCGGCCAC CTTGACCCTG ACTTTTCAGT  
   
                     2051                                              2100 
Klon IRAUp969G0689D  GACTGACAGC GGAAAGCCCT GTGCTCCATG GCTGCCATCT CACCTCCTGC  
  mRNS UMOD Ensembl  GACTGACAGC GGAAAGCCCT GTGCTCCATG GCTGCCATCT CACCTCCTGC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  TGGGCAGGGG GCATGATGCG GGCCAGTGCT CCAGCCACAG AAAAGAAAGT  
  2101                                              2150 
  mRNS UMOD Ensembl  TGGGCAGGGG GCATGATGCG GGCCAGTGCT CCAGCCACAG AAAAGAAAGT  
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                     2151                                              2200 
Klon IRAUp969G0689D  TCATGCTTTG TTCAGCCTGC CTTCTTTTCT CCCTTTTAAT CCTGGCTGTC  
  mRNS UMOD Ensembl  TCATGCTTTG TTCAGCCTGC CTTCTTTTCT CCCTTTTAAT CCTGGCTGTC  
 
                   
Klon IRAUp969G0689D  GAGAAACAGC CTGTGTCTTT AAATGCTGCT TTTTCTCAAA ATGGGACTTG  
  2201                                              2250 
  mRNS UMOD Ensembl  GAGAAACAGC CTGTGTCTTT AAATGCTGCT TTTTCTCAAA ATGGGACTTG  
 
                     2251                                              2300 
Klon IRAUp969G0689D  TGACGGTGTA CCTGAGGCCC CCATCTCCTT AAAGAGTGTG GCAAAATAAA  
  mRNS UMOD Ensembl  TGACGGTGTA CCTGAGGCCC CCATCTCCTT AAAGAGTGTG GCAAAATAAT  
 
                     2301                     2327 
Klon IRAUp969G0689D  AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 
  mRNS UMOD Ensembl  GATTTTTAAA TCTCA~~~~~ ~~~~~~~ 
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